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Riassunto della tesi 
Il pioppo (Populus spp.) rappresenta un importante modello di studio per la biologia 
molecolare nelle specie arboree. L’interesse verso questa pianta è dovuto non solo alla sua 
rapidità di crescita e di propagazione, ma anche all’importanza economica che riveste per 
la produzione del legno. Inoltre, la capacità di accumulare metalli pesanti nella parte aerea 
rende il pioppo un buon candidato per la fitoestrazione. La comprensione dei meccanismi 
molecolari alla base della sua tolleranza agli stress ambientali può fornire utili indicazioni 
nella selezione di genotipi più adatti per scopi specifici. 
Parte I) La siccità rappresenta un grosso limite per la produttività del pioppo e per la 
qualità del legno. Poiché il legno ha origine dalla divisione delle cellule del cambio, 
l’effetto dello stress idrico sulla zona cambiale necessita di essere maggiormente studiato, 
sia a livello biochimico che molecolare. In questo studio, la zona cambiale dei due cloni di 
pioppo ‘Dvina’ (tollerante al deficit idrico) e ‘I-214’ (sensibile) è stata analizzata per 
acquisire maggiori conoscenze sulle strategie messe in atto dai due cloni per proteggere dal 
deficit idrico questo particolare tessuto. Un gruppo di piante di ‘Dvina’ e di ‘I-214’ è stato 
sottoposto a deficit idrico per due settimane seguito da reidratazione, mentre un secondo 
gruppo è stato sottoposto ad irrigazione normale per essere utilizzato come controllo. 
L’analisi della perossidazione lipidica delle membrane cellulari ha mostrato che, in 
presenza di deficit idrico prolungato nel tempo, il clone ‘Dvina’ è più efficiente nel 
difendere la zona cambiale dallo stress ossidativo. Inoltre, le strategie di difesa dalla siccità 
impiegate dai due cloni appaiono diverse. ‘I-214’ ha mostrato un accumulo di prolina 
libera molto più pronunciato di ‘Dvina’, suggerendo un ruolo cruciale di questo 
aminoacido nella difesa del clone dalla siccità. L’analisi tramite real-time PCR quantitativa 
dei geni codificanti per enzimi antiossidanti (superossido dismutasi, catalasi, ascorbato 
perossidasi, glutatione reduttasi) e per metallotioneine ha evidenziato una diversa abilità 
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dei due cloni nel modulare tali geni di difesa dallo stress. In ‘Dvina’ il gene per una 
metallotioneina (MT3b) è risultato fortemente sovra-regolato dal deficit idrico a differenza 
di ‘I-214’, per cui possiamo ipotizzare il coinvolgimento di tale gene nel mantenimento 
dell’omeostasi intracellulare nel clone tollerante. Il deficit idrico ha inoltre influenzato in 
modo diverso nei due cloni la concentrazione degli zuccheri solubili e dell’amido e 
l’espressione dei geni coinvolti nel trasporto e nel metabolismo dei carboidrati (saccarosio, 
cellulosa, callosio, amido). In ‘Dvina’ la riduzione dell’espressione dei geni per 
trasportatori del saccarosio Mst3.1 e Suc2 e la forte induzione del gene della β-amilasi 
Bam1, parallelamente alla riduzione nel contenuto di amido, suggeriscono che, in 
condizioni di carenza idrica, ‘Dvina’ sia in grado di ridurre il trasporto del saccarosio dalle 
foglie alla zona cambiale e di utilizzare in parte l’amido accumulato in questo tessuto come 
fonte di energia alternativa per il sostegno del metabolismo. Questo non si verifica in ‘I-
214’, per cui si può ipotizzare che il clone non mobilizzi l’amido accumulato nel cambio e 
che tale tessuto continui a costituire un “sink” per la pianta. La differente regolazione del 
rapporto source-sink nei due cloni potrebbe essere un’altra causa della maggior tolleranza 
alla siccità riscontrata in ‘Dvina’. In conclusione, il background genetico dei due cloni 
appare influenzare fortemente la risposta alla siccità, sottolineando il controllo genetico 
della plasticità molecolare nella risposta allo stress idrico.  
Parte II)  La capacità delle piante di pioppo di tollerare e accumulare i metalli pesanti nella 
parte aerea, utile per la fitoestrazione, può essere incrementata dalla simbiosi con i funghi 
micorrizici arbuscolari. In questo studio è stato valutato l’effetto della simbiosi tra Glomus 
mosseae e il clone di Populus alba ‘AL35’ sulla capacità del clone di accumulare e 
tollerare i metalli pesanti. Piante micorrizzate e non micorrizzate di ‘AL35’ sono state 
coltivate in due tipi di terreno, il primo contaminato da elevate quantità di Cu e Zn e il 
secondo non contaminato in modo da costituire un controllo. L’effetto della simbiosi è 
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stato valutato sulla trascrizione dei geni antiossidanti e dei geni coinvolti nell’omeostasi 
intracellulare dei metalli, sia nelle radici che nelle foglie e discusso in relazione alla 
crescita delle piante e alla concentrazione dei due metalli nei tessuti. La maggiore crescita 
delle piante di ‘AL35’ micorrizate con G. mosseae e coltivate sul suolo contaminato da Cu 
e Zn ha rivelato, rispetto alle piante non micorrizate, una maggior tolleranza del clone nei 
confronti dei due metalli. Il fungo ha inoltre determinato un incremento nella 
concentrazione dei due metalli negli organi di ‘AL35’. L’analisi mediante cDNA 
macroarray ha evidenziato cambiamenti significativi null’espressione genica, causati dalla 
simbiosi con G. mosseae, sia nelle radici che nelle foglie di ‘AL35’. In seguito alla crescita 
su suolo contaminato, sia nelle radici che nelle foglie delle piante non micorrizate sono 
risultati sovraespressi la maggior parte dei geni del ciclo dell’ascorbato glutatione e 
numerosi geni Sod, principalmente nelle foglie. Anche i geni coinvolti nell’omeostasi dei 
metalli sono stati indotti dalla crescita sul terreno contaminato in modo particolare nelle 
foglie. La presenza di Glomus mosseae ha causato la mancata o ridotta attivazione dei geni 
antiossidanti nelle radici e l’induzione dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli 
soprattutto nelle foglie. I dati ottenuti suggeriscono che la simbiosi con il fungo 
arbuscolare porti ad una riduzione dei livelli di ROS nelle radici di ‘AL35’, per cui  
l’assenza di stress ossidativo spiegherebbe la mancata induzione dei geni antiossidanti. 
Inoltre la simbiosi con G. mosseae appare stimolare i geni codificanti per MT nelle foglie, 
consentendo ad ‘AL35’ di evitare gli effetti tossici causati dall’elevata concentrazione dei 
metalli pesanti nel citosol. Il presente studio ha mostrato che il pre-inoculo di ‘AL35’ con 
G. mosseae costituisce un’utile strategia per aumentare l’efficienza di questo clone nel 
processo di fitoestrazione. 
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1. Il pioppo  
1.1 Principali caratteristiche del genere Populus 
Il genere Populus L. appartiene alla famiglia delle Salicaceae e all’ordine delle 
Malpighiales. E’ un genere di piante decidue, raramente sempreverdi, ampiamente diffuso 
nell’emisfero nord e in modo limitato nell’Africa tropicale. Sono state suggerite molte 
classificazioni per il genere Populus, la più recente  delle quali vede 29 specie raggruppate 
in 6 sezioni: Abaso, Aigeros, Leucoides, Populus, Tacamahaca e Turanga (Eckenwalder 
1996). La collocazione di ciascuna specie all’interno di una sezione è basata 
tradizionalmente sui caratteri morfologici, sulla localizzazione geografica e sulla capacità 
di incrocio interspecifico. Le specie appartenenti alla stessa sezione hanno la capacità di 
incrociarsi tra loro dando origine a ibridi, mentre la compatibilità si riduce tra specie di 
diverse sezioni. In conseguenza dell’elevato numero delle specie, questa classificazione 
risulta spesso complessa e non priva di incongruenze, tali da suscitare dubbi sulla possibile 
ricollocazione di alcune specie in sezioni diverse o addirittura nuove. Molte di queste 
specie presentano una distribuzione ampia, essendo diffuse attraverso interi continenti (P. 
tremuloides, P. tremula) e solo poche sono geograficamente confinate (P. ilicifolia, P. 
monticola).  
Le piante di pioppo sono decidue, ad impollinazione anemofila, e producono grandi 
quantità di polline e piccoli semi contornati da ciuffi di peli cotonosi che sono dispersi 
tramite il vento e l’acqua all’inizio dell’estate. Capaci di invadere rapidamente suoli 
marginali e poco fertili, molte specie occupano le zone vicine ai fiumi dove formano una 
componente chiave delle foreste riparie (Braatne et al. 1996), mentre altre sono piante 
pioniere nella riforestazione di aree montuose interessate da incendi (Burns and Honkala 
1990). Inoltre tutte le specie di pioppo hanno la capacità di riprodursi per via vegetativa, 
principalmente germogliando dal colletto della radice di piante tagliate o da rami spezzati 
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inseriti nel suolo. Il pioppo tremulo e il pioppo bianco si propagano da succhioni che 
spuntano dalle radici orizzontali, spesso dopo un 
incendio, portando alla diffusione di cloni che coprono 
molti ettari.  
Le piante di pioppo sono caratterizzate da una elevata 
rapidità di crescita, raggiungendo in breve tempo grandi 
dimensioni. Il legno prodotto è poroso, di peso leggero 
e capace di sostenere piante alte fino a 40 m. Molte di 
queste caratteristiche hanno reso il pioppo molto 
interessante per l’uomo fin dall’antichità. Oggi genotipi 
opportunamente selezionati sono coltivati in tutto il mondo in piantagioni per la 
produzione di polpa e carta, impiallacciature, materiali da imballaggio, legname ed 
energia. In particolare P. deltoides (Fig 1.1) e P. nigra della sezione Aigeros, insieme a P. 
trichocarpa, P. balsaminifera e P. maximowiczii della sezione Tacamahaca, sono le 
principali specie coltivate ed utilizzate per l’ottenimento di ibridi nei programmi di 
pioppicoltura intensiva (Zsuffa 1975; FAO 1979; Dickmann and Stuart 1983). Inoltre 
storicamente questo genere di piante è stato ampiamente usato come frangivento e per il 
controllo dell’erosione, mentre più recentemente è stato proposto il suo utilizzo per il 
disinquinamento dei suoli dai metalli pesanti  tramite la fitoestrazione (Flathman and 
Lanza 1998) e come bioindicatore di inquinamento da ozono nell’ambiente (Jepsen 1994). 
1.2 Il pioppo come modello di studio  
Le specie arboree rivestono una grande importanza dal punto di vista economico ed 
ecologico. Questo ha determinato la necessità di sviluppare sistemi modello per lo studio 
della biologia delle specie arboree, poiché caratteristiche uniche della loro anatomia e 
fisiologia non possono essere studiate in altre specie modello, come Arabidopsis. Molte di 
 
 
Figura 1.1 Populus deltoides 
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queste caratteristiche sono legate principalmente alla capacità di tali specie di sopravvivere 
su tempi di scala molto lunghi, grazie allo sviluppo del legno, o xilema secondario, dal 
cambio vascolare. Questo meristema secondario è essenziale per il loro sviluppo in 
diametro e per fornire sostegno alla crescita in altezza. Inoltre le specie arboree esibiscono 
un’alternanza di periodi di attività e dormienza, che coinvolgono l’interazione, ancora poco 
chiara, tra segnali ambientali (durata del giorno e temperatura) e meccanismi molecolari di 
trasduzione del segnale. Nonostante altri possibili candidati siano stati proposti come 
specie modello, tra cui il salice (Salix), l’eucalipto (Eucalyptus) e il pino (Pinus), la scelta è 
ricaduta sul pioppo (Populus), spianando la strada per lo studio dei processi di crescita, di 
sviluppo e di risposta agli stimoli ambientali nelle specie arboree tramite approcci 
molecolari. 
Di seguito sono brevemente descritte le caratteristiche che hanno reso il pioppo un 
importante sistema modello: 
 Elevata variabilità genetica delle popolazioni naturali. L’adattamento a diverse 
condizioni ambientali, determinato dall’ampio raggio di diffusione e dal 
polimorfismo delle popolazioni locali, offrono ai ricercatori una ricca fonte di 
variabilità nella morfologia, anatomia, fenologia e risposta agli stress abiotici e 
biotici. Gran parte di questa variabilità è sottoposta al controllo genetico (Farmer 
1996).   
 Genoma di piccole dimensioni. Il genoma apolide di pioppo è pari a 550 Mb 
(Bradshaw and Stettler 1994), solo quattro volte più grande di Arabidopsis e 40 volte 
più piccolo di quello delle conifere, come il pino. Il piccolo genoma del pioppo 
semplifica il clonaggio dei geni, il Southern blotting ed altre tecniche genetiche e 
molecolari. Il rapporto tra la distanza fisica e quella genetica per il pioppo è vicina a 
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200 kb/centiMorgan, quasi uguale ad Arabidopsis, rendendo questo genere 
interessante per il clonaggio posizionale dei geni basato su informazioni di mappa. 
 Facilità di propagazione sessuale e ibridazione interspecifia. I pioppi sono incrociati 
in serra, fecondando piante femminili con polline che può essere conservato per molti 
anni. Ogni impollinazione produce centinaia di semi in 4-8 settimane. I semi 
germinano nel giro di 24 ore e producono piante alte 1-2 m alla fine dello stesso 
anno. Le specie di pioppo all’interno della stessa sezione e molte specie di sezioni 
diverse possono essere ibridate. Siccome tutti i membri del genere sono diploidi (2n 
= 38), gli ibridi sono fertili e possono generare progenie F2 e di reincrocio che 
segregano per un’ampia varietà di tratti morfologici, biochimici e molecolari.  
 Le risposte fisiologiche alle variabili ambientali sono rapide e pronunciate. Grazie 
alla rapidità di crescita delle giovani piante di pioppo, è possibile misurare le risposte 
a breve termine a stress biotici (malattie) e abiotici (siccità, elevata concentrazione di 
CO2, ozono). Il tempo ridotto richiesto per studi di fisiologia rende possibile usare 
approcci molecolari e genetici che richiedono l’analisi di molti campioni (centinaia o 
migliaia di misurazioni fisiologiche). Questo ha consentito l’identificazione di loci 
nel genoma associati a caratteri quantitativi (QTL) che controllano tratti morfologici 
(Bradshaw and Stettler 1995), fenologici (Frewen et al. 2000) e patologici (Cervera et 
al. 1996; Newcombe and Bradshaw 1996; Newcombe et al. 1996; Villar et al. 1996). 
Geni candidati per alcuni di questi QTL sono stati identificati (Frewen et al. 2000). 
 Clonaggio di genotipi individuali. Le piante di pioppo possono essere propagate con 
facilità per via vegetativa. Questo permette di replicare un determinato genotipo nello 
spazio e nel tempo in esperimenti separati, di far crescere piante con un corredo 
genetico modificato in condizioni di campo, che sarebbe impossibile nell’ambiente 
competitivo di una popolazione di semi. La propagazione per talea permette inoltre 
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saggi distruttivi sui campioni in studi fisiologici, la divisione del materiale tra 
laboratori e l’accumulo di conoscenze su genotipi selezionati. 
 Elevata efficienza di trasformazione e rigenerazione per creare pioppi transgenici. A 
differenza di altre specie arboree, il pioppo è particolarmente adatto per l’ottenimento 
di piante transgeniche. Alcuni cloni di pioppo possono essere trasformati 
geneticamente con Agrobacterium e rigenerati in modo efficiente in piante 
transgeniche nel giro di 6-10 mesi (Jouanin et al. 1993). La transgenesi è uno 
strumento fondamentale per dimostrare la funzione di specifici geni ed è cruciale per 
la ricerca di base nei processi fisiologici. 
 Disponibilità di strumenti genetici e molecolari. L’intero genoma di pioppo è stato 
sequenziato dal Joint Genome Institute nel 2004 ed è disponibile on-line 
(http://genome.jgi-psf.org/Poptr1/Poptr1.home.html, Tuskan et al. 2004). Queste 
informazioni di sequenza hanno integrato ed incrementato le conoscenze derivanti 
dalle 125.000 EST di pioppo già disponibili nei database pubblici, rendendo possibile 
per la prima volta il confronto del genoma di una pianta perenne (arborea) ed una 
annuale (erbacea), come Arabidopsis. La conoscenza del genoma di pioppo rende 
infatti possibile studiare a livello molecolare alcune importanti caratteristiche tipiche 
delle piante arboree, quali la dormienza, lo sviluppo del cambio secondario e il 
cambiamento di fase (Tuskan et al. 2003), di isolare i geni coinvolti nell’adattamento 
a particolari condizioni ambientali o legati a caratteri di importanza commerciale, 
tipici di alcune specie di pioppo (Tuskan et al. 2003). 
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2. Lo stress idrico  
2.1 Effetti fisiologici dello stress idrico  
Il cambiamento climatico a cui stiamo assistendo fa presagire che la carenza idrica diverrà 
nel prossimo futuro un problema importante in numerose regioni del mondo (Petit et al. 
1997). Il settore agricolo è uno dei principali consumatori di risorse idriche, per cui la 
crescita della popolazione globale e l’aumento contemporaneo dell’aridità dei suoli 
renderanno l’acqua un bene scarso e prezioso. Proprio per questa ragione lo studio degli 
effetti della siccità sulle specie vegetali può essere enormemente utile nella scelta dei cloni 
con tratti di tolleranza e per predire il destino della vegetazione naturale in seguito ai 
cambiamenti climatici. Sebbene la tolleranza alla siccità sia molto diversa da una specie 
vegetale all’altra, è possibile descrivere gli eventi che generalmente si verificano nelle 
piante sottoposte a stress idrico. Questa condizione si verifica quando il tasso di 
traspirazione supera l’assorbimento di acqua e comporta il verificarsi di numerosi 
cambiamenti nella pianta a livello fisiologico, biochimico e molecolare. In seguito alla 
riduzione nel contenuto relativo di acqua e al decremento del potenziale idrico della foglia 
si può osservare la riduzione della conduttanza stomatica, a cui segue una minor 
assimilazione della CO2 e la conseguente riduzione del tasso fotosintetico (Cornic 2000; 
Lawlor and Cornic 2002). La ridotta disponibilità di carboidrati prodotti dalle foglie altera 
il rapporto tra i tessuti che li producono (source) e i tessuti che li utilizzano (sink) 
(McDowell et al. 2008). Se il periodo siccitoso è prolungato nel tempo, generalmente si 
osserva la riduzione della biomassa totale, dell’area fogliare, dell’altezza e del diametro del 
fusto (Monclus et al. 2006). Nelle piante arboree si può verificare anche il fenomeno della 
cavitazione, che consiste nell’ingresso di microbolle d’aria nei vasi xilematici. Questo 
causa un’embolia, interrompendo il flusso della linfa grezza dalle radici alle foglie e 
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portando al danneggiamento irreversibile dello xilema (Crombie et al. 1985; Tyree and 
Ewers 1991).  
A livello cellulare il deficit idrico causa un cambiamento nella concentrazione di soluti, nel 
volume della cellula e nella forma della membrana, la perdita di turgore, la distruzione 
dell’integrità della membrana e la denaturazione di numerose proteine (Bray 1997). Inoltre 
è noto che il deficit idrico causa un incremento nella formazione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS), che possono danneggiare direttamente i lipidi di membrana oppure 
inattivare enzimi in seguito alla riduzione dei ponti disolfuro (Navarri-Izzo et al. 1994; 
Menconi et al. 1995). Questa condizione nelle foglie è causata dalla ridotta disponibilità di 
CO2 e di H2O necessarie per la fotosintesi, per cui l’energia luminosa assorbita dai 
pigmenti antenna non può essere utilizzata per la produzione di carboidrati e dà luogo ad 
un aumento della produzione di molecole ossidanti nei cloroplasti (Smirnoff and Colombé 
1988). Anche le radici appaiono tra gli organi più sensibili allo stress ossidativo indotto 
dalla siccità (Morabito and Guerrier 2000). 
2.2 Meccanismi di difesa delle piante 
L’abilità di una pianta di sopravvivere a fenomeni di carenza idrica comprende meccanismi 
messi in atto sia a livello di intera pianta che a livello cellulare. Le risposte dipendono dalla 
specie, dal genotipo, dalla lunghezza e dalla severità del deficit idrico, dall’età, dallo stadio 
di sviluppo, dall’organo, dal tipo di cellula e dal compartimento subcellulare considerato 
(Bray 1997). Classicamente le strategie di resistenza sono suddivise in escape, avoidance e 
tolerance (Levitt 1972; Turner 1986), sebbene le differenze tra queste tre tipologie 
appaiano spesso sfumate. Per escape si intende la capacità della pianta di prevenire 
l’esposizione allo stress, ad esempio accorciando il proprio ciclo vitale. Con avoidance 
invece si fa riferimento al verificarsi di modificazioni sia a livello di intera pianta che a 
livello cellulare che impediscono allo stress di manifestarsi, come ad esempio la chiusura 
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degli stomi o l’aggiustamento osmotico. Infine i meccanismi di difesa che favoriscono la 
tolleranza (tolerance) permettono alla pianta di affrontare lo stress alleviandone gli effetti 
dannosi, come è il caso dell’aumento nell’attività degli enzimi antiossidanti per contrastare 
lo stress ossidativo. La resistenza di una pianta è comunque un fenomeno complesso, che si 
basa spesso sulla presenza di molte strategie combinate tra loro (Ludlow 1989).  
La chiusura degli stomi rappresenta uno dei primi eventi che avvengono in presenza di 
scarsa disponibilità idrica, poiché in tal modo il potenziale idrico è mantenuto il più alto 
possibile (Jarvis and McNaughton 1986). Inoltre l’assorbimento della luce può essere 
ridotto attraverso l’arrotolamento delle foglie o modificando l’angolo tra il picciolo e il 
fusto (Ehleringer and Cooper 1992). Le modificazioni descritte sono probabilmente indotte 
in seguito al riconoscimento di un segnale inviato dalle radici alle foglie. La molecola 
segnale implicata potrebbe essere l’ABA poiché è stata osservata una correlazione tra il 
contenuto di ABA nello xilema e la conduttanza stomatica (Socias et al. 1997). La 
tolleranza a bassi potenziali idrici può coinvolgere anche l’aggiustamento osmotico sia a 
livello di foglie che di radici, che consiste nell’accumulo di soluti osmoticamente attivi 
nelle cellule (Morgan 1984). Molecole segnale causano anche cambiamenti a livello 
trascrizionale per aumentare la disponibilità di prodotti proteici coinvolti in diversi 
processi cellulari di difesa dallo stress idrico: enzimi implicati nella sintesi dei soluti 
necessari all’aggiustamento osmotico, enzimi antiossidanti, chaperon molecolari in grado 
di preservare la struttura e la funzionalità di proteine e membrane cellulari (Bray 1997). In 
presenza di deficit idrico prolungato nel tempo le piante possono rallentare o arrestare la 
crescita, utilizzando i carboidrati accumulati nei tessuti di riserva. Un più efficace controllo 
delle perdite di acqua può essere ottenuto grazie alla riduzione dell’area fogliare e alla 
produzione di foglie più piccole (Jarvis and McNaughton 1986), mentre un maggior 
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approvvigionamento idrico può essere garantito dall’estensione del sistema radicale 
(Jackson et al. 2000).  
2.2.1 Accumulo di sostanze osmoticamente attive 
L’aggiustamento osmotico attivo è ritenuto uno dei processi cruciali nell’adattamento delle 
piante alla siccità (Bray 1997). Tale fenomeno consiste nell’accumulo di soluti nelle 
cellule in modo da abbassare il potenziale osmotico, favorendo l’ingresso di acqua e il 
mantenimento del turgore. Si tratta solitamente di un processo lento (almeno nella parte 
aerea della pianta) e si manifesta dopo una determinata soglia di deficit idrico cellulare. I 
soluti che si accumulano nelle cellule includono ioni, come K+, Na+ e Cl-, soluti organici 
contenenti azoto, come prolina e altri aminoacidi, poliamine (Samuel et al. 2000; Hamilton 
and Heckathorn 2001) e composti metilati dell’ammonio quaternario come la glicina 
betaina (Tamura et al. 2003). Altri osmoliti prodotti in risposta allo stress includono 
saccarosio, polioli, alcoli degli zuccheri e oligosaccaridi. I soluti organici sono compatibili 
con i processi cellulari, hanno un ruolo di stabilizzazione delle membrane e favoriscono il 
mantenimento della conformazione delle proteine a bassi potenziali idrici (Bohnert et al. 
1995). E’ stata riscontrata una grande variabilità tra le diverse specie di piante e anche tra 
cultivar della stessa specie per quanto riguarda sintesi e accumulo di osmoliti.  
Uno dei soluti compatibili più studiati è la prolina, sintetizzata nel citosol e nei mitocondri 
a partire dal glutamato (Hare et al. 1999). I geni codificanti per gli enzimi coinvolti nella 
sintesi di questo aminoacido sono risultati up-regolati in presenza di stress idrico e 
osmotico (Hare et al. 1999). Inoltre è noto che l’accumulo di prodotti intermedi della 
sintesi e della degradazione della prolina possono aumentare l’espressione di diversi geni 
regolati dallo stress (Iyer and Caplan 1998). Accanto al ruolo di protezione delle proteine 
dalla denaturazione, alla prolina è stato anche attribuito un ruolo nella protezione delle 
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membrane dai danni provocati dai ROS prodotti in presenza di deficit idrico e di elevata 
luminosità (Saradhi et al. 1995; Hamilton and Heckathorn 2001). 
2.2.2 Proteine coinvolte nella difesa dallo stress 
É noto che la carenza d’acqua nei tessuti è associata ad un aumento nelle cellule della 
produzione di specie reattive dell’O2 (ROS) in molte specie di piante (Foyer et al. 2005; 
Mittler et al. 2006; Meyer 2008; Miller et al. 2008). Il mancato equilibrio tra molecole 
ossidanti e antiossidanti può determinare l’ossidazione indiscriminata dei lipidi di 
membrana delle proteine e danni al DNA, per cui l’abilità delle piante di controllare i 
livelli di molecole ossidanti è altamente correlata con la tolleranza agli stress (Cheeseman 
2007). La protezione delle cellule dallo stress ossidativo avviene tramite sistemi 
antiossidanti enzimatici e non enzimatici. Gli antiossidanti non enzimatici comprendono 
piccole molecole idrofiliche (ascorbato, glutatione), lipofiliche (α-tocoferolo e 
carotenoidi), composti fenolici e flavonoidi. I sistemi antiossidanti enzimatici 
comprendono numerosi enzimi, tra cui la superossido dismutasi (SOD), la catalasi (CAT), 
l’ascorbato perossidasi (APX), la glutatione reduttasi (GR), la glutatione perossidasi 
(GPX), la deidroascorbato reduttasi (DHAR) e la monodeidroascorbato reduttasi (MDAR) 
(Fig 2.1). Le SOD catalizzano la dismutazione dell’anione superossido a perossido di 
idrogeno, mentre CAT, APX e GPX permettono la detossificazione del perossido di 
idrogeno ad acqua ed ossigeno. Inoltre gli enzimi del ciclo dell’ascorbato-glutatione sono 
in grado di mantenere nello stato ridotto il pool di ascorbato e glutatione presente nella 
cellula usando il NADPH come cofattore.  
Recentemente ai ROS è stato anche riconosciuto il ruolo di molecole segnale 
nell’attivazione dei processi di difesa e di risposta allo stress (Desikan et al. 2001; Knight 
and Knight 2001). Infatti, la modificazione dello stato redox di composti redox-attivi ha 
effetto sull’espressione di numerosi geni legati alla fotosintesi, sia nei cloroplasti che nel 
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nucleo, regolando in tal modo la produzione e il consumo di energia in risposta 
all’ambiente (Pfannschmidt 2003). Glutatione e ascorbato sono composti implicati nella 
trasduzione del segnale redox, agendo come secondi messaggeri nelle risposte mediate da 
ormoni (Foyer and Noctor 2003). Infine l’H2O2 agisce come segnale locale e sistemico per 
la chiusura degli stomi, l’acclimatazione delle foglie ad elevati livelli di radiazione 
luminosa e l’induzione delle heat shock proteins (Karpinska et al. 2000; Pastori and Foyer 
2002). 
 
Figura 2.1: Vie metaboliche responsabili della 
detossificazione dei ROS nelle piante (Mittler 
2002). (a) Detossificazione dell’anione 
superossido (O2-)  ad acqua ad opera della 
superossido dismutasi (SOD) e dell’ascorbato 
per ossidasi (APX).  (b) Il ciclo dell’ascorbato-
glutatione. (c) Il ciclo della glutatione 
perossidasi (GPX). (d) Catalasi (CAT). La 
superossido dismutasi agisce nella prima linea 
di difesa convertendo O2- in H2O2. 
Successivamente ascorbato per ossidasi, 
glutatione perossidasi e catalasi trasformano 
H2O2 in H2O. A differenza di CAT (d), APX e 
GPX richiedono un ciclo che rigeneri 
l’ascorbato (AsA) e/o il glutatione (GSH) (a-c). 
Questi cicli utilizzano direttamente gli elettroni 
dall’apparato fotosintetico (a) o il NAD(P)H 
(b,c) come potere riducente.  
Abbreviazioni: DHA, deidroascorbato; DHAR, 
deidroascorbato reduttasi; Fd, ferredossina; 
GR, glutatione reduttasi; GSSG, glutatione 
ossidato; MDA, monodeidroascorbato; MDAR, 
MDA reduttasi; PSI, fotosistema I; tAPX, APX 
legata alla membrana dei tilacoidi. 
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Oltre agli enzimi antiossidanti anche altri prodotti proteici intervengono nella difesa delle 
cellule vegetali dagli stress ambientali. Tra essi ci sono le metallotioneine (MT), proteine a 
basso peso molecolare contenenti numerosi residui di cisteina (Cobbett and Goldsbrough 
2002). Sulla base dell’arrangiamento dei residui di cisteina le MT sono state suddivise in 
due classi: le MT di classe I, diffuse nei vertebrati, e le MT di classe II, che includono tutte 
quelle di piante, funghi e invertebrati. Queste ultime sono state ulteriormente suddivise in 
quattro tipi, indicati come MT1, MT2, MT3 e MT4 (Cobbett and Goldsbrough 2002). 
Nelle piante i geni che codificano per le diverse isoforme sono espressi sia in modo 
tessuto-specifico (Cobbett and Goldsbrough 2002), che in relazione allo stadio di sviluppo 
(Buchanan-Wollaston 1994; Chen et al. 2003; Brkljačić et al. 2004). Le MT hanno 
mostrato un ruolo importante nella difesa delle piante dagli stress ambientali, come 
l’eccesso di metalli pesanti nel suolo (Cobbett and Goldsbrough 2002). Recentemente è 
stato anche evidenziato il coinvolgimento di alcune isoforme nella protezione dallo stress 
idrico (Akashi et al. 2004; Watkinson et al. 2006; Berta et al. 2010). Sebbene la loro esatta 
funzione in questo tipo di stress non sia stata ancora completamente chiarita, appare 
probabile una funzione di detossificazione dei radicali dell’ossigeno nella difesa dallo 
stress ossidativo (Akashi et al. 2004; Domenech et al. 2006).  
2.3 Il cambio  
2.3.1 Attività cambiale e xilogenesi  
Il cambio è un meristema secondario derivante dal procambio, che a sua volta deriva dal 
meristema apicale (Larson 1994). Esso è responsabile dell’accrescimento in diametro del 
fusto e delle radici delle Gimnosperme e delle Angiosperme. Il cambio comprende due tipi 
di cellule: il primo tipo è rappresentato dalle iniziali del raggio, cellule giovanili che danno 
luogo ai raggi, essenziali per la traslocazione dei nutrienti tra floema e xilema; il secondo 
tipo comprende le iniziali allungate e fusiformi che producono sul lato interno gli elementi 
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del legno e sul lato esterno le cellule del floema. Il processo che porta ai due tessuti 
vascolari comprende diverse fasi (Fig 2.2). L’iniziale del cambio si divide producendo una 
cellula madre dello xilema o del floema e un’altra cellula figlia che mantiene le 
caratteristiche e le funzioni dell’iniziale cambiale. Le cellule madri del floema e dello 
xilema possono dividersi molte volte prima del differenziamento. Molti autori concordano 
nell’utilizzare il termine “zona cambiale” per far riferimento al cambio in senso stretto, alle 
cellule madri del floema e alle cellule madri dello xilema poiché a livello microscopico 
non è possibile distinguere tra questi diversi tipi cellulari (Larson 1994; Barnett et al. 1981; 
Chaffey et al. 1997).  
La xilogenesi è un processo di differenziamento cellulare estremamente complesso, che 
avviene in cinque fasi: la divisione cellulare, l’espansione cellulare (allungamento e 
allargamento radiale), l’ispessimento della parete cellulare (cellulosa, emicellulosa, 
proteine della parete, biosintesi e deposizione della lignina), la morte cellulare 
programmata e la formazione del durame (Plomion et al. 2001). Zuccheri e ormoni 
controllano tale processo. Ad esempio è stato osservato che le auxine promuovono e 
controllano il differenziamento dello xilema, formando un gradiente di concentrazione nei 
tessuti in via di sviluppo con un picco intorno al cambio (Tuominen et al. 1997). I 
carboidrati solubili necessari per la divisione cellulare e il differenziamento sono 
 
Figura 2.2: Disegno schematico della regione cambiale (Schrader et al. 2004). (A) Iniziali del 
cambio. (B) Cellule madri dello xilema. (C) Zona di espansione. (D) Zona di formazione della 
parete secondaria. (E) Tarda maturazione cellulare. 
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sintetizzati a livello fogliare tramite la fotosintesi, per cui le caratteristiche intrinseche delle 
foglie giocano un ruolo chiave nella produzione del legno (Monclus et al. 2005). Allo 
stesso modo, il rapido accrescimento di specie arboree come pioppo ed eucalipto, sia in 
diametro che in altezza, è legato fortemente all’elevato utilizzo dei carboidrati nei 
meristemi e in particolar modo nel cambio (Kozlowsky 1992).  
2.3.2 Effetti della siccità sul cambio 
Varietà e cloni diversi di una stessa specie arborea presentano grande variabilità nella 
fenologia, nella produttività e nel tasso di crescita, che determina grandi differenze nella 
produzione di biomassa e nelle proprietà del legno (Monclus et al. 2005). Inoltre la 
xilogenesi è fortemente influenzata dalle condizioni ambientali, come la disponibilità di 
nutrienti, di CO2, e di acqua (Deslauriers and Morin 2005, Rossi et al. 2006). La siccità 
può avere un effetto sul processo di sviluppo del legno sia indirettamente, attraverso effetti 
sulla fotosintesi e sulla traslocazione degli assimilati (Denne and Dodd 1981), che 
direttamente, attraverso effetti sulle cellule cambiali. A livello cellulare, infatti, molti 
processi collegati alla crescita, come l’espansione cellulare e la sintesi della parete 
cellulare, sono fortemente influenzati dallo stato idrico della cellula (Passioura and Fry 
1992; Langer et al. 2002). Nelle specie arboree sottoposte a stress idrico, la ridotta 
espansione delle cellule xilematiche è stata frequentemente attribuita ad una ridotta 
pressione di turgore nella fase di espansione cellulare della xilogenesi (Abe et al. 2003). 
Questo effetto ha un importante ruolo biologico, dal momento che vasi xilematici con un 
diametro minore e più densi assicurano una minor sensibilità alla cavitazione (Deslauriers 
and Morin 2005; Escalante-Pérez 2009).  
Negli ultimi anni sono stati fatti molti passi avanti sulla regolazione dell’espressione 
genica in risposta alla siccità (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2007). Il principale 
problema è quello di collegare i cambiamenti a livello trascrizionale con effetti significativi 
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a livello fisiologico (Munns 2005). Inoltre, nonostante molti studi riguardanti foglie e 
radici, altri tessuti non hanno ancora ricevuto la dovuta considerazione. Infatti, sono ancora 
scarse le conoscenze sugli effetti del deficit idrico a livello molecolare sulla zona cambiale 
e sul processo di formazione del legno. Maggiori conoscenze su questo tessuto potrebbero 
aiutare a migliorare la produzione e la qualità del legno. Un recente lavoro condotto su P. 
alba sottoposto a stress idrico ha evidenziato cambiamenti nell’espressione di geni 
codificanti per enzimi coinvolti nel metabolismo dei carboidrati complessi, come la 
cellulosa e il callosio, nell’espansione cellulare e nella modificazione della parete (Berta et 
al. 2010). Il confronto tra i pattern trascrizionali di genotipi che manifestano risposte 
diverse a livello fisiologico potrebbe fornire un quadro più chiaro sui network di geni 
coinvolti nella risposta al deficit idrico durante la formazione del legno. 
2.4 Metabolismo dei carboidrati 
2.4.1 Flusso dei carboidrati nella pianta 
Le piante arboree assimilano il carbonio nel clorenchima (tessuto source), situato nelle 
foglie e nella giovane corteccia (Kozlowski 1992) (Fig 2.3). In tale tessuto il carbonio è 
incorporato in triosi-fosfati e successivamente utilizzato per la biosintesi di amido nei 
cloroplasti (Fig 2.3). Il carbonio presente nell’amido e nei triosi-fosfati è utilizzato per 
sintetizzare esosi e saccarosio nel citosol della cellula source (Fig 2.3). Il saccarosio viene 
successivamente trasportato nel floema dai tessuti produttori di carboidrati ai tessuti non 
fotosintetici, per essere utilizzato come fonte di energia e scheletro per la costruzione di 
nuove molecole durante la crescita e la respirazione (Konishi et al. 2004) (Fig 2.3). Una 
grossa percentuale di carbonio è utilizzata per l’attività cambiale e per la differenziazione 
dello xilema secondario. Una volta che il carbonio è allocato nella cellulosa, emicellulosa e 
lignina della parete secondaria, esso è immobilizzato in modo permanente per tutta la vita 
della pianta. Le risorse di carbonio sono anche immagazzinate come amido, sia 
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transientemente nei tessuti source, sia come riserve stagionali e di emergenza nei tessuti 
sink (Fig 2.3). Tali riserve possono essere mobilizzate successivamente per i processi di 
crescita e sviluppo o in risposta a stress ambientali che causano una interruzione del flusso 
di carboidrati dalle foglie al resto della pianta.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4.2 Enzimi coinvolti nella biosintesi della cellulosa  
L’UDP-D-glucosio è il precursore di tutti i carboidrati della parete cellulare (Reiter and 
Vanzin 2001). Esso è prodotto sia dalla reazione saccarosio + UDP  UDP-D-glucosio + 
fruttosio, catalizzata dalla saccarosio sintasi (SuSy), o dalla reazione glucosio-1-P + UTP 
 UDP-D-glucosio + PP, catalizzata dalla UDP-glucosio pirofosforilasi (UGPasi). 
 
Figura 2.3: Schema generale del 
flusso di carbonio dalla fotosintesi 
(nella cellula source) o dalla 
mobilizzazione delle riserve di 
amido (nella cellula sink) alla 
produzione dei carboidrati di 
parete cellulare (Gisler-Lee et al. 
2006). 
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L’attività enzimatica della SuSy è correlata con l’intensità della formazione della parete 
dello xilema sia in pioppo (Sauter 2000) che in Robinia pseudoacacia L. (Hauch and 
Magel 1998). Il pattern di attività osservato per questo enzima supporta l’ipotesi del suo 
diretto coinvolgimento nell’approvvigionamento di UDP-D-glucosio da parte della 
cellulosa sintasi (Winter and Huber 2000) (Fig 2.4). L’UGPasi sembra giocare un ruolo 
importante nel metabolismo del saccarosio (Coleman et al. 2006). Nei tessuti sink, come il 
cambio, l’UGPasi lavora in coordinazione con gli enzimi saccarosolitici (SuSy, 
fruttochinasi e saccarosiofosfato fosfatasi) e nel metabolismo del saccarosio e degli esosi 
fosfati, mentre nei tessuti source l’UGPasi lavora in coordinazione con la saccarosio-
fosfato sintasi nel processo di sintesi 
del saccarosio (Kleczkowski 1994).  
La cellulosa costituisce il 40-50% del 
legno ed è composta da catene di ß-
1,4-D-glucano organizzate in 
microfibrille. La cellulosa è 
sintetizzata dalla cellulosa sintasi 
(CES), un complesso enzimatico 
esagonale presente sulla membrana 
plasmatica a forma di rosetta (Mueller and Brown 1980; Brett 2000). Le rosette sono state 
osservate anche nello xilema primario e secondario in sviluppo (Haigler and Brown 1986; 
Fujino and Itoh 1998). In Arabidopsis sono presenti almeno 10 geni codificanti per CES 
(Doblin et al. 2002). L’analisi dell’espressione ha evidenziato che alcuni di essi sono 
coinvolti nella biosintesi della parete primaria (Fagard et al. 2000), mentre altri sono attivi 
nella biosintesi di quella secondaria (Taylor et al. 1999). 
 
 
 
Figura 2.4: Associazione tra la saccarosio sintasi  e 
le rosette del complesso della cellulosa  sintasi 
localizzato sulla membrana plasmatica (Koch 2004). 
 
 25 
2.4.3 Enzimi coinvolti nella biosintesi e nella degradazione dell’amido  
L’amido è il principale e più abbondante polisaccaride di riserva nelle piante. Il granulo di 
amido contiene due distinti tipi di polisaccaridi: l’amilosio e l’amilopectina. L’amilosio è 
essenzialmente un polimero lineare formato da residui di glucosio connessi tra loro tramite 
un legame α-(1-4) glicosidico, mentre l’amilopectina è una molecola ramificata formata 
principalmente da residui di glucosio connessi tra loro tramite un legame α-(1-4) e nei 
punti di ramificazione da un legame α-(1-6), mediamente ogni 24-30 residui di glucosio 
(Hizukuri 1986). Gli eventi che accompagnano il flusso di carbonio in amido e la loro 
regolazione è stato ben definito per i cloroplasti (Preiss 1991). Al contrario meno 
informazioni sono disponibili per quanto riguarda gli eventi biochimici che portano alla 
sintesi dell’amido negli amiloplasti degli organi sink in via di sviluppo.  
L’amido prodotto nelle foglie dalla fotosintesi è depositato transientemente nei cloroplasti 
sottoforma di granuli insolubili. L’ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase), catalizza il 
primo passaggio della sintesi dell’amido nei tessuti delle piante, catalizzando la reazione 
glucosio-1-P + ATP  ADP-glucosio + PP. Tale reazione appare essere importante nella 
regolazione dell’accumulo di amido (Kleczkowsky et al. 1991; Preiss 1991). La 
formazione del granulo di amido è un processo molto complesso, in cui intervengono 
numerosi enzimi. Il più importante di essi è l’amido sintasi (SS), che aggiunge unità di 
glucosio, derivanti dal precursore solubile ADP-glucosio, all’estremità non riducente di 
una catena di glucano formando legami α-(1,4). La distribuzione regolare dei punti di 
ramificazione dell’amido è l’effetto dell’azione degli enzimi ramificante e deramificante 
(Klezkovsky et al. 1991). 
Tutti i granuli transienti di amido sintetizzati durante il giorno vanno incontro a 
degradazione durante la notte, fornendo gli zuccheri necessari per il metabolismo 
dell’intera pianta. L’idrolisi dei granuli di amido è catalizzata principalmente dalla ß-
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amilasi e da un enzima deramificante (isoamilasi 3) (Fig 2.5). Questi due enzimi 
idrolizzano rispettivamente i legami α-(1,4) e α-(1,6) glicosidici. Il principale prodotto 
della loro attività combinata è il maltosio, che è trasportato dal cloroplasto al citosol (Fig 
2.5). Il secondo prodotto della degradazione dell’amido è il glucosio, anch’esso esportato 
nel citoplasma (Smith and Stitt 2007; Zeeman et al. 2007) (Fig 2.5). 
 
 
2.4.4 Trasportatori di zuccheri 
I tessuti eterotrofi della pianta, come il cambio, utilizzano il carbonio organico prodotto nei 
tessuti fotosinteticamente attivi, che é scaricato nelle cellule dei sink attraverso 
trasportatori degli zuccheri localizzati sulla membrana plasmatica dei vasi floematici. Sono 
state identificate due famiglie distinte di trasportatori: i trasportatori di disaccaridi che 
permettono principalmente il trasporto attivo del saccarosio (SUC) e i trasportatori di 
monosaccaridi (MST) che permettono il trasporto di un’ampia varietà di monosaccaridi, tra 
cui glucosio, fruttosio e mannosio, derivanti dall’idrolisi del saccarosio catalizzata dalle 
invertasi associate alla membrana plasmatica (Sturm and Chrispeels 1990; Weber et al. 
1995). I trasportatori di monosaccaridi e del saccarosio sono stati identificati in molte 
specie di piante (Maynard and Lucas 1982; Giaquinta 1983; Getz et al. 1987; Gogarten and 
Bentrup 1989; Tubbe and Buckhout 1992; Ward et al. 1998). Dal momento che i 
trasportatori degli zuccheri svolgono un ruolo chiave nelle interazioni source-sink, la loro 
Figura 2.5: Processo di 
degradazione dell’amido 
nelle foglie di Arabidopsis. 
GWD1, GWD3, glucano 
acqua dicinasi, DPE, 
transglucosidasi (Smith 
and Stitt 2007). 
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attività è finemente regolata sia in relazione allo stadio di sviluppo, sia in risposta a fattori 
ambientali, permettendo una riallocazione flessibile del carbonio fissato (Delrot et al. 
2000; Noiraud et al. 2000). Inoltre è stato proposto anche un ruolo di queste proteine nella 
percezione di concentrazioni alterate di zuccheri e quindi nella capacità della pianta di 
modulare il suo metabolismo nei tessuti source in base alla domanda dei sink (Lorraine et 
al. 2000). 
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3. Lo stress da metalli pesanti  
3.1. Effetti tossici dei metalli pesanti sulle piante 
I metalli pesanti sono componenti naturali della crosta terrestre. Essi sono caratterizzati da 
elevata massa atomica, elevata densità (>5g/cm3), forma cationica, bassa densità dei loro 
idrati, capacità di formare complessi e alta affinità per i solfuri (Holleman and Wiberg 
1985). Alcuni di essi svolgono un ruolo fondamentale per il metabolismo delle piante, 
essendo dei nutrienti essenziali, come Cu, Fe, Ni, Mn, Mo e Zn, mentre altri non hanno un 
ruolo biologico, come As, Cd, Cr, Hg e Pb. Molti fattori, specie di natura antropica, come 
le estrazioni minerarie, gli impianti di combustione, gli scarichi industriali e l’uso dei 
fertilizzanti chimici in agricoltura, causano l’accumulo dei metalli pesanti nei suoli e nei 
sedimenti acquatici, per cui essi possono raggiungere livelli tossici per le piante e gli altri 
organismi (Briat and Lebrun 1999). I metalli pesanti non possono essere degradati da 
processi biologici o chimici, per cui il loro accumulo nei suoli rappresenta attualmente uno 
dei principali problemi per la salute umana ed ambientale. Il tipo di metallo influenza 
fortemente la soglia minima di tossicità: i metalli non essenziali sono solitamente tossici a 
basse concentrazioni, a differenza di quelli essenziali (Clemens 2006); inoltre la tossicità 
esercitata dipende dalla mobilità dei metalli nella pianta, dalla forma chimica del metallo 
(ione libero, idrossido, sale, ecc...), dallo stato di ossidazione e dalle caratteristiche del 
suolo (pH, potenziale redox della superficie assorbente, contenuto in sostanza organica e in 
argilla) (Burken 2003).  
Nelle piante lo stress da metalli pesanti causa numerosi cambiamenti a livello morfologico, 
fisiologico, biochimico e molecolare. Gli effetti macroscopici della tossicità da metalli 
pesanti sono rappresentati dalla riduzione della crescita della pianta (sia dell’apparato 
radicale che della parte aerea), da clorosi e necrosi fogliare, dalla perdita di turgore, dalla 
riduzione nel tasso di germinazione dei semi e infine dalla morte della pianta (Foy et al. 
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1978; Bingham et al. 1986). A livello cellulare la tossicità da metalli pesanti si 
accompagna spesso all’aumento nel livello di etilene, un ormone gassoso coinvolto in 
diversi processi di sviluppo e nella senescenza. Durante lo stress da metalli pesanti l’etilene 
inibisce la crescita cellulare, aumenta la rigidità della parete e induce la risposta di 
senescenza (Deikman, 1997). Inoltre l’eccesso di metalli pesanti può causare l’aumento 
nella produzione delle specie reattive dell’ossigeno (ROS), sia direttamente tramite 
autossidazione e reazione di Fenton (metalli redox-attivi come Cu e Fe) che indirettamente 
in seguito all’inattivazione degli enzimi che costituiscono il sistema di difesa antiossidante 
(metalli non redox, come Cd e Hg). In entrambi i casi l’aumento incontrollato dei ROS 
causa effetti dannosi su diversi componenti cellulari, inattivando le proteine e 
danneggiando i lipidi di membrana e il DNA (Schützendübel and Polle 2002). La 
membrana plasmatica è particolarmente vulnerabile alla tossicità dei metalli pesanti poiché 
essi ne alterano sia la permeabilità che la funzionalità, danneggiando importanti proteine di 
membrana come le H+-ATPasi (Hall 2002). Sono stati anche rilevati effetti sull’apparato 
fotosintetico, sulla trascrizione e sulla replicazione del DNA e sull’assemblaggio dei 
microtubuli durante la divisione cellulare (Krupa and Moniak 1998; Hsu and Kao 2004; 
Fusconi et al. 2006; Bačkor et al. 2007). 
3.2 Meccanismi molecolari di difesa dai metalli pesanti 
Le piante posseggono numerosi meccanismi coinvolti nella tolleranza allo stress da metalli 
pesanti. Tali strategie appaiono finalizzate principalmente ad evitare la formazione di 
concentrazioni tossiche di metalli pesanti in siti sensibili della cellula, prevenendo gli 
effetti dannosi sopradescritti. Le principali strategie osservate in diversi tipi di piante sono 
le seguenti: i) esclusione dei metalli pesanti dalle radici; ii) attivazione di meccanismi di 
difesa che mantengono l’omeostasi cellulare dei metalli; iii) produzione di proteine di 
difesa dallo stress (Hall 2002).  
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3.2.1 Meccanismi di esclusione 
Le strategie di esclusione servono a ridurre l’ingresso dei metalli pesanti nelle cellule. Un 
ruolo importante in questo meccanismo sembra essere svolto dagli essudati prodotti dalle 
radici di alcune piante, che possono modificare la mobilità di alcuni metalli alterando il pH 
del suolo oppure chelandoli e rendendoli cosi meno biodisponibili (Bi et al. 2003) (Fig 
3.1a). In presenza di elevate concentrazioni di Ni, è stata osservata la produzione di grandi 
quantità di istidina e citrato da parte di piante non accumulatrici, per cui è stato proposto 
che i due composti riducano l’assorbimento del Ni e giochino un ruolo importante nelle 
strategie di detossificazione da questo metallo (Salt et al. 2000). La membrana plasmatica 
può contribuire a mantenere la concentrazione dei metalli nelle cellule a livelli non tossici 
tramite la regolazione del loro ingresso nel protoplasto (Fig 3.1b). Un ruolo importante in 
tale strategia di tolleranza appare svolto dalla regolazione negativa dell’espressione di geni 
codificanti per trasportatori che mediano l’ingresso dei metalli nelle cellule radicali, come i 
membri della famiglia NRamp (Natural resistance associated macrophage protein) 
(Thomine et al. 2000). In alternativa l’esclusione può essere ottenuta grazie ad un aumento 
 
Figura 3.1: Meccanismi cellulari che 
favoriscono la tolleranza ai metalli 
pesanti nelle piante. (a) Legame alla 
parete cellulare e/o agli essudati. (b) 
Ridotto ingresso attraverso la 
membrana plasmatica. (c) Efflusso 
attivo nell’apoplasto. (d) Legame nel 
citosol a molecole chelanti. (e) 
Trasporto del complesso fitochelatina-
metallo nel vacuolo. (f).  Trasporto e 
accumulo dei metalli nel vacuolo. (g) 
Protezione e riparazione della 
membrana plasmatica. 
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dell’efflusso dei metalli dall’interno all’esterno della radice (Fig 3.1c), realizzato anche in 
questo caso attraverso la regolazione di geni per trasportatori, come il gene Zat1, clonato in 
Arabidopsis thaliana (Van der Zaal et al. 1999). 
3.2.2 Meccanismi omeostatici 
Alcune piante non escludono i metalli pesanti dai tessuti, ma sono in grado di mantenerne 
la concentrazione nelle cellule nei limiti fisiologici e minimizzarne gli effetti tossici tramite 
un complesso network di meccanismi omeostatici. Tali meccanismi prevedono il legame a 
specifici ligandi ad elevata affinità, come le fitochelatine e le metallotioneine (Fig 3.1d) ed 
il sequestro nei vacuoli (Clemens 2001; Hall 2002) (3.1e-f). Le fitochelatine (PC) sono 
piccoli peptidi con struttura generale (γ-Glu-Cys)n-Gly (n=2-11), sintetizzate dal glutatione 
ridotto tramite una reazione di transpeptidazione effettuata dall’enzima fitochelatina sintasi 
(PCS) (Gril et al. 1989). Il loro ruolo nella tolleranza nei confronti del Cd è stato 
ampiamente dimostrato (Howden et al. 1995; Xiang and Oliver 1998; Zhu et al. 1999). 
Tuttavia un possibile ruolo delle PC è stato proposto anche nella tolleranza al Cu, all’As e 
allo Zn (Salt et al. 1989; Hartley-Withaker et al. 2001). Le metallotioneine (MT) 
rappresentano la seconda importante categoria di molecole chelanti coinvolte 
nell’omeostasi e nella detossificazione dei metalli. Si tratta di proteine a basso peso 
molecolare ricche in residui di cisterna, la cui biosintesi è regolata a livello trascrizionale 
da numerosi fattori, come ormoni, agenti citotossici e metalli come Cu, Zn e Cd (Tomsett 
and Turman 1988; Robinson et al. 1993; Goldsbrourgh 2000). Sebbene appaia chiaro 
l’importante ruolo delle MT nel metabolismo dei metalli, la loro esatta funzione non è 
ancora del tutto chiara; esse potrebbero avere ruoli diversi per diversi metalli (Hamer 
1986) e funzionare come molecole antiossidanti (Dietz et al. 1999). Il trasporto dei metalli 
in specifici compartimenti cellulari favorisce la regolazione della loro concentrazione nel 
citosol. Un esempio ben documentato è rappresentato dall’accumulo dei complessi PC-Cd 
e 
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nei vacuoli grazie a trasportatori ABC ATP-dipendenti localizzati nel tonoplasto (Salt and 
Wagner 1993; Rea et al. 1998). Il Fe è invece accumulato nei cloroplasti legato alla 
ferritina (Shingles et al. 2002) e non è escluso che altri tipi di metalli siano accumulati nel 
ER (Clemens et al. 2002).  
3.2.3 Proteine di risposta allo stress 
Come già accennato la funzionalità della membrana plasmatica è fortemente influenzata 
dai  metalli pesanti (Hall 2002). Proteine che aiutano a preservare l’integrità delle 
membrane o riparano i danni sono quindi in grado di favorire la tolleranza della pianta nei 
confronti dei metalli pesanti (Fig 3.1g). Le heat shock proteins (HSP) sono tra le principali 
proteine di risposta allo stress. Esse svolgono un importante ruolo di chaperon molecolari 
nel processo di folding e assemblaggio delle proteine in condizioni fisiologiche normali e 
di riparazione delle proteine danneggiate quando la pianta è sottoposta a stress (Vierling 
1991; Lewis 1999). Molti studi hanno evidenziato l’aumento nell’espressione delle HSP in 
presenza di stress da metalli pesanti, sia in risposta al Cu (Neumann et al. 1995; Lewis et 
al. 2001) che in risposta al Cd (Neumann et al. 1994). L’immuno-localizzazione di HSP70 
nel nucleo, nel citoplasma e in prossimità della membrana plasmatica di L. peruvianum 
suggerisce il ruolo di questa proteina nella prevenzione del danno alle membrane 
(Neumann et al. 1994). 
Eccessive concentrazioni di metalli pesanti redox attivi come Fe e Cu nel citosol possano 
portare a danno ossidativo (De Vos et al. 1992; Gallego et al. 1996; Yamamoto et al. 
1997). Le piante posseggono un complesso sistema di difesa per contrastare l’eccesso di 
ROS, composto sia da molecole antiossidanti enzimatiche che non enzimatiche (Noctor 
and Foyer 1998; Asada 1999). La capacità della pianta di difendersi tramite l’attivazione 
dei sistemi antiossidanti sembra dipendere dal livello dei contaminanti, poiché oltre una 
certa soglia di tossicità è stata osservata una riduzione e non un aumento nell’attività degli 
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enzimi antiossidanti, probabilmente in seguito al danneggiamento degli enzimi stessi 
causato dai ROS (Kono and Fridovich 1982; Casano et al. 1997). Pertanto, sebbene 
l’attivazione delle difese antiossidanti può essere uno dei meccanismi coinvolti nella 
tolleranza della pianta allo stress da metalli pesanti, appaiono più efficaci quelle strategie 
di difesa che prevengono il manifestarsi dello stress ossidativo, come meccanismi di 
esclusione ed omeostatici (Hall 2002; Schützendübel and Polle 2002). 
3.3 La fitoestrazione 
3.3.1 Metodi convenzionali e biologici per il recupero dei terreni inquinati 
Negli ultimi 20 anni sono stati compiuti molti progressi nelle tecniche di recupero dei suoli 
e delle acque contaminate. Alle metodiche tradizionali, molto costose e di limitata 
efficienza, si sono recentemente affiancati metodi basati sull’uso di piante e 
microrganismi, più economici e a minor impatto ambientale, indicati con il termine 
fitorimedio. Per quanto riguarda le metodiche tradizionali, una strategia è rappresentata 
dalla rimozione del terreno contaminato e nel suo trasferimento in siti di accumulo, a cui 
può seguire l’incenerimento. Questa strategia non risolve completamente il problema, 
poiché i metalli trasportati e accumulati in un altro luogo non vengono completamente 
distrutti; anche l’incenerimento non è uno strumento efficace dal momento che i composti 
generati dalla combustione possono risultare ancora più nocivi. In altri casi il terreno può 
essere trattato in situ con trattamenti fisici e chimici. I trattamenti fisici non distruggono i 
contaminanti, ma li trasferiscono solo in una fase liquida o gassosa da smaltire in un 
secondo tempo. I trattamenti chimici servono a distruggere le sostanze contaminanti 
piuttosto che trasformarle in composti meno pericolosi, per cui sono applicabili solo nel 
caso di inquinanti organici e a volte producono sostanze la cui tossicità non deve essere 
sottovalutata.  
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Il fitorimedio rappresenta una tecnologia emergente per la rimozione degli inquinanti dai 
suoli contaminati. Essa consiste nell’utilizzo di piante verdi, della fauna microbica e delle 
tecniche agronomiche associate, per rimuovere, contenere o rendere inoffensivi diversi 
contaminanti ambientali (Cunningham and Ow 1996). In particolare, questa tecnologia 
comprende diverse metodiche di disinquinamento: la fitoestrazione, la fitostabilizzazone, la 
fitovolatilizzazione e la rizofiltrazione (Arru et al. 2004) (Fig 3.2). La fitoestrazione 
prevede l’impiego di piante per rimuovere i contaminanti dal suolo e concentrarli nella 
parte aerea affinché possano essere raccolti ed inceneriti o impiegati per il recupero di 
metalli utili (Wong 2003). La fitostabilizzazone riduce la mobilità degli inquinanti e quindi 
la loro biodisponibilità ad entrare nella catena alimentare (Vangronsveld et al. 1995). Essa 
si basa sulla capacità delle piante di accumulare i metalli nelle radici, prevenendo 
l’erosione provocata da pioggia e vento, oppure di favorire la precipitazione o il sequestro 
dei metalli nelle particelle di suolo, grazie anche al contributo dei microrganismi 
(Cunningham et al. 1995). La fitovolatilizzazione comprende meccanismi di 
“volatilizzazione” nell’atmosfera di alcuni metalli, come Hg o Sn (Zayed et al. 2000). 
Infine la rizofiltrazione consiste nella rimozione dei contaminanti dalle acque, sfruttando 
piante acquatiche che assorbono i metalli nei propri tessuti per riportarne i valori sotto ai 
limiti comunemente accettati (Raskin et al. 1997). 
Phytostabilization
Phytoextraction Phytovolatilization
Rhizofiltration
Volatilizzazione
Rimozione dall’acqua
Accumulo nella
parte aerea
Riduzione della
mobilità
 
 
Figura 3.2: Principali metodiche 
utilizzate per la rimozione dei 
metalli pesanti tramite il 
fitorimedio. 
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3.3.2 Funghi micorrizici arbuscolari (FMA) e tolleranza delle piante ai metalli pesanti 
In condizioni naturali, l’80-90% delle piante sono colonizzate da funghi micorrizici 
arbuscolari (FMA), con cui formano associazioni mutualistiche (Read 1991; Nielsen et al. 
2004; Rosendhal 2008). Le piante micorrizzate beneficiano di una maggiore disponibilità 
di acqua e di nutrienti rispetto a quelle non micorrizzate, poiché la fitta rete di ife prodotta 
dal fungo permette alla pianta di disporre di un volume di suolo maggiore (Berta et al. 
2002; Giovannetti et al. 2002) (Fig 3.3). Generalmente i metalli pesanti hanno un effetto 
negativo sullo stabilirsi della simbiosi, ritardandola o eliminandola del tutto (Citterio et al. 
2005; Lingua et al. 2008). Tuttavia nei suoli contaminati sono stati identificati ceppi di 
FMA autoctoni adattati a queste condizioni sfavorevoli (Hildebrandt et al. 1999; Vallino et 
al. 2006) e in grado di conferire una maggior 
tolleranza alla pianta con cui stabiliscono la 
simbiosi (Leyval et al. 2002). I FMA 
appaiono influenzare la crescita della pianta 
nei suoli contaminati tramite un effetto sulla 
quantità di metallo accumulata nei tessuti 
del fitobionte. Sono stati osservati casi in cui 
il fungo riduce (Weissenhorn et al. 1995; 
Zhu et al. 2001; Lin et al. 2007) aumenta 
(Tonin et al. 2001; Jamal et al. 2002; Lingua 
et al. 2008) o non modifica (Dueck et al. 
1986; Galli et al. 1995) la concentrazione dei metalli pesanti nella pianta e questo dipende 
molto dalla specie della pianta e del fungo e dal tipo di metallo considerato. E’ stato inoltre 
osservato che i FMA possono anche influenzare l’allocazione dei metalli, favorendo un 
 
Figura 3.3: Rappresentazione schematica 
della fase simbiotica del fungo micorrizico 
arbuscolare (Balestrini and Lanfranco 2006).  
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maggior accumulo in un particolare organo della pianta piuttosto che in un altro (Lingua et 
al. 2008).  
Un’importante applicazione delle nuove conoscenze relative all’interazione tra piante e 
FMA in suoli contaminati dai metalli pesanti è rappresentata dalla fitoestrazione assistita 
da microrganismi. Infatti la naturale abilità delle piante accumulatrici nel rimuovere i 
contaminanti dal terreno può essere resa più efficiente grazie a ceppi di FMA che sono in 
grado di incrementare la quantità di metallo depositata nella parte aerea. Due parametri 
importanti che permettono di giudicare l’efficienza del sistema sono l’effetto dei FMA 
sulla biomassa della pianta e sulla concentrazione del metallo nei tessuti. L’associazione 
con FMA può aumentare la concentrazione del metallo nella parte aerea, rispetto alle 
piante non micorrizzate, fino a 4 volte nelle radici e fino a 3 volte nelle foglie; è stato 
anche evidenziato un effetto positivo dei FMA sulla biomassa della pianta, che può essere 
più alta nelle piante micorrizzate fino a 7 volte nelle radici e fino a 5 nella parte aerea 
(Lebeau et al. 2008). Entrambi i parametri devono essere tenuti in considerazione nella 
valutazione di una particolare associazione pianta-fungo, poiché un aumento della 
biomassa spesso si accompagna ad un decremento della concentrazione del metallo e 
viceversa. I casi più favorevoli sono ovviamente rappresentati dall’aumento di entrambi i 
fattori in seguito alla simbiosi.  
I meccanismi che favoriscono un maggior accumulo e/o tolleranza ai metalli pesanti 
nell’interazione pianta-FMA sono ancora poco noti. Uno dei fattori coinvolti potrebbe 
essere l’aumento nella biodisponibilità del metallo nel suolo grazie alla produzione di 
siderofori e acidi organici prodotti dal fungo, che facilitano l’assorbimento da parte della 
pianta (Galli et al. 1995). Come già accennato, anche la produzione di una maggiore 
biomassa è un carattere favorevole per la fitoestrazione se non si verifica un 
contemporaneo decremento della concentrazione del metallo nei tessuti. La maggiore 
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biomassa prodotta da alcune piante micorrizzate rispetto a quelle non micorrizzate appare 
legata al miglior stato nutrizionale determinato dalla simbiosi (Leyval et al. 2002). E’ 
probabile inoltre che la simbiosi causi notevoli cambiamenti nell’espressione genica della 
pianta, in particolare per quanto riguarda il processo di regolazione dell’omeostasi 
intracellulare dei metalli e la protezione dallo stress ossidativo. Alcuni studi hanno 
evidenziato, in piante micorrizzate e non micorrizzate con FMA, una diversa regolazione 
dei geni coinvolti nella sintesi di ligandi dei metalli pesanti, come metallotioneine e 
fitochelatine (Ouziad et al. 2005) e di trasportatori di membrana (Burleigh et al. 2003). La 
simbiosi micorrizica appare anche modulare enzimi coinvolti nella biosintesi di composti 
contenenti S, come osmoliti con ruolo di protezione, oppure enzimi antiossidanti come 
tioredossina perossidasi e glutatione perossidasi (Berta et al. 2008). 
3.3.3 Utilizzo del pioppo nella fitoestrazione 
Come già accennato nei precedenti paragrafi, la fitoestrazione si basa sulla disponibilità di 
piante dotate di caratteristiche genetiche e fisiologiche che consentono loro di accumulare 
nella parte aerea grandi quantità di metallo. Per questa finalità sono auspicabili le seguenti 
caratteristiche: rapidità di crescita, produzione di molta biomassa, un sistema radicale 
esteso, capacità di crescere in suoli poveri di nutrienti, tolleranza ai metalli pesanti e 
possibilmente un utilizzo secondario utilizzabile dal punto di vista economico (Punshon 
and Dickinson 1997). Tra le specie arboree, il pioppo è considerato un buon candidato per 
la fitoestrazione, poiché possiede tutte queste caratteristiche (Di Baccio et al. 2003; 
Sebastiani et al. 2004). L’elevata variabilità clonale per quanto riguarda l’accumulo e la 
tolleranza ai metalli può favorire l’identificazione di genotipi con una maggior capacità di 
accumulo/tolleranza nei confronti di specifici metalli pesanti. Ad esempio cloni di pioppo 
sono stati selezionati per la rimozione dello Zn (Di Baccio et al. 2003; Laureysens et al. 
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2004; Castiglione et al. 2009), del Cd e dell’Al (Laureysens et al. 2004; Laureysens et al. 
2005; Wu et al. 2009).  
La simbiosi tra cloni di pioppo e FMA appare un valido strumento per incrementare 
l’abilità delle piante di estrarre i metalli dal terreno. Nonostante l’importante ricaduta 
pratica, ancora pochi studi sono stati condotti per identificare le associazioni tra cloni di 
pioppo e FMA più favorevoli per la fitoestrazione. Lingua et al. 2008 hanno messo in 
evidenza che l’effetto dei FMA sull’accumulo e sulla traslocazione del metallo nella pianta 
sia fortemente dipendente dal clone della pianta e dalla specie di fungo considerata. Due 
cloni di pioppo (P. alba cv. ‘Villafranca’ e P. nigra cv. ‘Jean Pourtet’) sono stati inoculati 
con due diversi FMA (Glomus mosseae e Glomus intraradices) e fatti crescere in presenza 
di un’elevata concentrazione di Zn nel suolo. Lo studio ha rivelato che le performance del 
clone ‘Villafranca’ erano aumentate dalla presenza di G. mosseae mentre il clone ‘Jean 
Pourtet’ accumulava più Zn in assenza di micorrizzazione. La diversa risposta dei due 
cloni appare legata alle loro diverse strategie di difesa nei confronti dello Zn (Lingua et al. 
2008). Una maggior comprensione degli effetti a livello molecolare dei FMA sui diversi 
cloni di pioppo potrebbe costituire un valido supporto nella scelta di associazioni pianta-
fungo più convenienti per la fitoestrazione.  
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Obiettivi della tesi 
L’obiettivo della presente tesi è stato quello di acquisire maggiori conoscenze sulle risposte 
molecolari del pioppo a due stress ambientali che riducono notevolmente la crescita delle 
piante: lo stress idrico e lo stress da metalli pesanti. Per questo motivo abbiamo 
considerato due casi di studio: 
1)  La risposta al deficit idrico è stata studiata in due cloni di pioppo, ‘Dvina’ 
(Populus deltoides) e ‘I-214’ (Populus x canadensis), caratterizzati da un diverso 
grado di sensibilità alla carenza idrica. Lo scopo è stato quello di evidenziare, se 
esistono, differenze tra i cloni in termini di riposta allo stress e la presenza di una 
diversa strategia di adattamento al deficit idrico nel cambio, tessuto cruciale per la 
produzione del legno. I cloni sono stati sottoposti a 15 giorni di intenso deficit 
idrico, e successivamente reidratati per 15 giorni. Lo stress è stato valutato con 
parametri fisiologici e la zona cambiale dei due cloni è stata analizzata per 
verificare eventuali cambiamenti nell’espressione di importanti geni di difesa dallo 
stress e di geni coinvolti nel metabolismo e nel trasporto degli zuccheri. 
2)  L’interazione tra micorrize e sistemi di difesa dai metalli pesanti nel pioppo è stata 
studiata nel clone di Populus alba ‘AL35’, tollerante ai metalli pesanti. Le piante 
micorrizate, oppure no, con il fungo micorrizico arbuscolare Glomus mosseae sono 
state fatte crescere per 16 mesi in un terreno contenente elevati livelli di metalli 
pesanti o in terreno non inquinato. Le piante cresciute nelle diverse condizioni sono 
state analizzate per verificare l’effetto del fungo sulla crescita degli organi, 
sull’accumulo dei metalli pesanti e sull’espressione dei geni antiossidanti e dei geni 
coinvolti nella regolazione dell’omeostasi dei metalli, sia nelle radici che nelle 
foglie. 
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Capitolo 1 
 
Effetto del deficit idrico sull’espressione dei geni di 
risposta allo stress nella regione cambiale di due 
cloni di pioppo con una diversa risposta alla siccità 
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Lo studio descritto in questo capitolo si propone di acquisire maggiori conoscenze sulle 
risposte molecolari di difesa del pioppo nei confronti del deficit idrico. Per tale motivo è 
stato analizzato l’effetto di un periodo di deficit idrico di 15 giorni seguito da 
reidratazione, sulla trascrizione di alcuni geni con un ruolo importante nella difesa dallo 
stress nella regione cambiale di due cloni di pioppo, ‘Dvina’ (Populus deltoides) e ‘I-214’ 
(Populus x canadensis), che differiscono per la loro risposta alla carenza idrica. I parametri 
di crescita delle piante di ‘Dvina’ e di ‘I-214’ sono stati monitorati nella condizioni di 
irrigazione normale e in quella di stress idrico, ed è stato analizzato il contenuto di 
malondialdeide (MDA) e di prolina e il livello di espressione di geni codificanti per enzimi 
antiossidanti (superossido dismutasi, SOD; catalasi, CAT; ascorbato perossidasi, APX; 
glutatione reduttasi, GR) e metallotioneine (MT) tramite real time RT-PCR (RT-qPCR). 
Nelle seguenti pagine è riportato l’articolo, sottoposto alla rivista Plant Cell Reports, in cui 
sono descritti e discussi i risultati ottenuti nel presente lavoro. 
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Abstract 
In this study we investigated the effect of prolonged water-shortage in the cambial region 
of two poplar clones, ‘Dvina’ (Populus deltoides) and ‘I-214’ (Populus x canadensis) that 
differ for their response to water deficit. For this purpose we monitored growth parameters 
in‘Dvina’ and ‘I-214’ plants under well-watered and water-stress conditions and after re-
watering and analyzed the content of malondialdehyde (MDA), proline and the expression 
level of genes coding for antioxidant enzymes (superoxide dismutase, SOD; catalase, 
CAT; ascorbate peroxidase, APX; gluthatione reductase, GR) and metallothioneins (MT) 
by quantitative real time RT-PCR (RT-qPCR). Water deficit resulted a significant increase 
of osmotically active solutes in both clones. No significant increase of MDA level was 
observed in ‘Dvina’, whereas a significant enhancement of lipid peroxidation was detected 
in ‘I-214’, in which also a strong fivefold increase of proline was detected. Transcript 
analysis of stress related genes evidenced a different ability of the two clones to modulate 
antioxidant genes under stress. In particular MT3b was strongly up-regulated by water 
deficit in ‘Dvina’ thus suggesting an important role of this gene in the maintenance of 
cellular redox homeostasis of the clone. On the whole, the two clones exhibited changes at 
transcription and physiological level in cambial region that suggest the occurrence of 
different strategies of plant protection from prolonged water deficit. 
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Introduction 
Poplar (Populus sp.) is of primary economic importance for the production of wood in 
temperate regions of the world. Long-lasting periods of drought strongly limit radial 
growth of plants, decreasing productivity of poplar plantations and wood quality 
(Giovannelli et al. 2007). Although poplars are usually known as one of the most drought-
sensitive woody plant groups (Tschaplinski and Tuskan 1994), their drought tolerance 
varies greatly among species, populations and clones due to their high genetic diversity 
(Monclus et al. 2006; Zhang et al. 2004). The adaptive responses to water deficit of 
different poplar genotypes include morphological, physiological and biochemical changes, 
such as changes in growth rate, stomatal conductance, tissue osmotic potential and 
antioxidant defence (Kozlowski and Pallardy 2002; Yin et al. 2005; Zhang et al. 2005). In 
a previous study the two poplar clones ‘Dvina’ (Populus deltoides) and ‘I-214’ (Populus x 
canadensis) displayed different responses to water deficit. Under limited water availability 
‘Dvina’ maintained stem growth for longer than ‘I-214’ and had lower leaf abscission at 
the end of the drought period. After irrigation resumed, ‘Dvina’ showed higher ability to 
restore stem growth (Giovannelli et al. 2007). These two poplar clones, distinct for their 
response to water deficit, appear a suitable model to improve knowledge of the molecular 
mechanisms underlying drought tolerance. 
Several recent studies have dealt with the identification of genes induced under drought 
stress in specific poplar clones. They focused primarily on trascriptome and proteome 
changes in roots and leaves (Brosché et al. 2005; Plomion et al. 2006; Bogeat-Triboulot et 
al. 2007; Caruso et al. 2008; Xiao et al. 2008; Bonhomme et al. 2009; Regier et al. 2009; 
Xiao et al. 2009) whereas, with a few exceptions, the regulation of genes in poplar cambial 
region under water deficit has received little attention (Berta et al. 2006; Berta et al. 2009; 
Berta et al. 2010). The vascular cambium is a secondary meristem that plays a major role 
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in the radial growth of gymnosperm and angiosperm stems and roots. It produces 
secondary phloem on the outside and secondary xylem, or wood, on the inside. Cambial 
activity ensures the perennial life of trees through the regular renewal of functional xylem 
and phloem. Wood characteristics are due to cambium division, cell expansion and 
secondary wall production. Drought strongly affects radial increment and xylem anatomy 
(Abe et al. 2003; Corcuera et al. 2004; Arend and Fromm 2007). Until now no study has 
dealt with the effect of genotype on the regulation of genes involved in drought tolerance 
in the cambial region of poplar.  
Osmotically active substances play a crucial role in plant adaptation to water stress, 
limiting cell dehydration (Kozlowsky and Pallardy 2002) and preserving enzyme structure 
and activity (Rajendrakumar et al. 1994; Samuel et al. 2000). Osmotic adjustment involves 
the synthesis and accumulation of small solutes (osmolytes), such as proline, glycine 
betaine, sugars and some inorganic anions (Bray 1997; Chaves et al. 2003; Hare et al. 
1998). In poplar leaves and roots osmotically active substances accumulate under water-
limited conditions (Marron et al. 2002; Lei et al. 2006; Regier et al. 2009). In addition, 
drought may induce oxidative stress through the production of reactive oxygen species 
(ROS) (Foyer and Noctor 2005; Sofo et al. 2005; Mittler 2006; Selote and Khanna-Chopra 
2006; Meyer 2008; Miller et al. 2008). ROS are highly toxic and can damage many 
important cellular components, such as lipids, proteins, DNA, and RNA (Smirnoff 1993; 
Foyer et al. 1994). The main scavengers of oxygen radicals are SOD, CAT, and the 
enzymes of the ascorbate-glutathione pathway, such as APX and GR (Foyer and Halliwell 
1976; Noctor and Foyer 1998; Asada 1999). Recently a putative role in defence against 
oxidative stress has been suggested also for MTs, a family of low-molecular-weight 
cystein-rich proteins (Wong et al. 2004; Akashi et al. 2004). Until now the importance of 
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the osmotic adjustment as well as the contribution of antioxidant and MT genes to drought 
tolerance in poplar cambial region is still unknown and remains to be clarified. 
In previous studies on white poplar (Berta et al. 2006; Berta et al. 2009; Berta et al. 2010) 
genes coding for antioxidant enzymes, like SOD, CAT, APX and GR, and for MT type 3 
resulted differentially stress regulated within the cambial region under water deficit.  
In this work we analysed the effect of a two-weeks water deficit on plant eco-physiological 
performances, cellular membrane injury; occurrence of active osmotic adjustment, proline 
content and expression patterns of stress defence genes (Sod, Cat, Apx, Gr, MT) in the 
cambial region of the two clones ‘Dvina’ and I-214’, with different responses to water 
deficit, to highlight differences that could account for their different sensitivity to stress.  
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Materials and methods 
Plant material and experimental design  
In early June 2009, 32 2-years-old plants of Populus deltoides clone ‘Dvina’ and Populus x 
canadensis Moench clone ‘I-214’ were selected for dimensional uniformity (mean height 
144.6 ±  12.3 cm for ‘I-214’ and 133.5 ± 10.5 cm for ‘Dvina’, mean stem diameter at ¼ of 
stem height, 17.1 ± 0.6 mm for ‘I-214’ and 16 ± 1.1 mm for ‘Dvina’, average total leaf 
area per plant 77.36 ± 3.8 dm2 for ‘I-214’ and 72.2 ± 3.2 dm2 for ‘Dvina’). For each clone, 
plants were divided into two homogeneous groups of 16 plants each. (T0) plants were 
submitted to different watering regimes for 30 days. In watered plants (Pw), soil moisture 
was maintained to field capacity (SWC = 28-30%), while in stressed plants (Pst) watering 
was suspended for 15 days (Tmax) and then resumed up to 30 days (Trec). During the 
experiment, plants were maintained in a nursery at open air. In order to avoid soil 
rehydration by rainfall, the pots of Pst plants were covered with hydrophilic plastic covers. 
During the experiment the mean temperature ranged between 16 and 26°C, with a value of 
34°C as the maximum recorded at midday (15.00 p.m.) on day 20 (air temperature 
recorded at LAMMA, Laboratory of monitoring and environmental modeling for the 
sustainable development, Florence, http:// www.lamma.rete.toscana.it/eng/index.html). 
The daily mean of vapor pressure deficit ranged between 0.6 and 2 KPa while the daily 
global radiation ranged between 13 and 30 MJ/m2.  
Soil-plant water relations and growth measurements 
Predawn leaf water potential (Ψpd, MPa) was measured with a pressure chamber (PMS 
Instruments Co., Corvallis, OR, USA) on two to three fully expanded leaves (leaf 
plastochrone index, LPI, between 5 and 7) collected from randomly selected shoots. At the 
beginning of experiment days 0, 15 and 30, four plants from each clone and treatment were 
used to determine stem water content (WCstem), calculated following the procedure 
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described in Deslauriers et al. (2009). Stem pieces 10 cm long were immediately weighed 
within 15 min after harvest to determine the fresh mass (g). The fresh volume of samples 
(cm3) was assessed by water displacement (Borghetti et al. 1991). The dry mass (g) was 
measured after the samples were maintained at 72°C for 96 h. Relative stem water content 
(RWCstem) was calculated following Domec and Gartner (2001): 
RWCstem = (Mf - Md)/(Vf - Vs) x 100 
where Mf and Md are the fresh and dry mass of the wood (g), respectively, and Vf and Vs 
are the volumes of fresh and solid material (cm3), respectively. The Vs was estimated by 
dividing Md by 1.53 assuming a density of 1.53 g cm-3 for dry cell wall material (Skaar 
1988). 
Soil water content (SWC) was measured each two days within each replicate in the Pw and 
Pst plants by Hydro-sense probes (Campbell scientific Inc., USA) based on time domain 
reflectometry (TDR). The stem radial growth was determined by point dendrometers as 
already reported elsewhere Giovannelli et al. (2007). Raw data were recorded every 15 min 
and hourly averages were calculated. The extraction of maximum daily shrinkage (MDS) 
and daily stem increment (∆R) was performed dividing the stem cycle in three distinct 
phases (Downes et al. 1999; Deslauriers et al. 2003) and identifying (i) expansion phase, 
total period from the minimum to the following morning maximum; (ii) stem radius 
increment phase, part of the expansion phase from the time when the stem radius exceeds 
the morning maximum until the subsequent maximum; (iii) the contraction phase or MDS, 
period between morning maximum and afternoon minimum.  
Cambial region collection 
Cambial region was extracted following the procedure according to Berta et al. (2010). 
Stems are cut at the collar, divided into logs of 10-15 cm in length, immediately immerged 
in liquid nitrogen and freeze-dried at a constant temperature of -50°C under vacuum (0.15 
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mbar or less). The cambial region with the differentiating phloem was gently scrapped with 
a razor blade from the inner side of the bark. From 200 to 500 mg of dried powder was 
collected from each sample.  
Determination of malondialdehyde content 
Lipid peroxidation in the cambial region of Pst and Pw plants was determined by 
measuring the amount of MDA using the thiobarbituric acid (TBA) method described by 
Zhang et al. (2007) with modifications to the original protocol. Powdered cambial region 
(10 mg) was homogenized in 1 ml of 20% (w/v) trichloroacetic acid (TCA) and 0.5% (w/v) 
thiobarbituric acid solution. The mixture was incubated in boiling water for 30 min, and 
the reaction was stopped by placing the reaction tubes in an ice bath. The cooled mixture 
was centrifuged at 5000 g for 10 min and the absorbance of the supernatant was measured 
at 532 nm, subtracting the value for non-specific absorption at 600 nm. The amount of 
MDA-TBA complex (red pigment) was calculated from the extinction coefficient 155 mM-
1
 cm-1 (Kosugi and Kikugawa 1985).  
Determination of osmotically active solutes and proline content 
The concentration of osmotically active solutes in cambial region was determined 
following the procedure proposed by Arend and Fromm (2007). Four mg dried powder of 
cambial region were extracted with 0.25 ml of double distilled water. After centrifugation 
at 20000 g for 3 min, the concentration of osmotically active solutes was measured with a 
freezing point osmometer equipped with a 15 µl measuring cell (Osmomat 030, Gonatec, 
Germany). 
Proline content was assessed colorimetrically using the protocol of Bates et al. (1973). 
Lyophilized powdered cambial region (30 mg) was homogenized in 1 ml of 3% (w/v) 
aqueous sulfosalicylic acid solution and the homogenate was centrifuged at 5000 g for 5 
min. The supernatant was reacted with 1 ml acid ninhydrin (2.5 g ninhydrin/100 ml of a 
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solution containing glacial acetic acid, distilled water and ortho-phosphoric acid 85% at a 
ratio of 6:3:1) and 1 ml of glacial acetic acid in a test tube for 1 h at 100°C and the reaction 
was terminated in an ice bath for 5 min. The reaction mixture was extracted with 1 ml 
toluene. The chromophore containing toluene was warmed to room temperature and its 
optical density was measured at 520 nm. The proline concentration was determined from a 
standard curve and calculated on a dry weight basis (µmol g-1 DW). 
RNA extraction and first-strand cDNA synthesis 
Total RNA was extracted from 100 mg of powdered cambial region according to the 
extraction protocol of Kolosova et al. (2004), treated with Rnase-Free Dnase Set (Qiagen, 
Hilden, Germany) and purified using columns from RNase Clean-up kit (Qiagen). RNA 
concentration was spectrophotometrically measured using Gene Quant Pro (Amersham 
Biosciences, Milan, Italy) and RNA quality was verified by visualization on ethidium 
bromide agarose gel. First-strand cDNA synthesis was performed from 5 µg total RNA 
using Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and priming the 
reaction with oligo(dT)15. The quality of first-strand cDNA and the absence of genomic 
DNA in the samples were tested via PCR using primers for elongation factor 1 beta 
subunit, and for eukaryotic initiation factor 4B (Table 1).  
Primer design and quantitative real time RT-PCR (RT-qPCR) 
All primer sequences used in this study are listed in Table 1. Primers for CuZnSod, MnSod, 
Cat1 and Gr were designed using the Primer3 software (http:/frodo.wi.mitedu/primer3; 
Rozen and Skaletzki 2000), downloading gene sequences from the Populus trichocarpa 
v1.1 database (http://genome.jgi-psf.org/Poptr1_1/Poptr1_1.home.html; Tuskan et al. 
2006). For the amplification of Cat3, Apx, MT3a, MT3b and for the reference genes EF1, 
EIF4B and GαS we used previously published primer pairs (Berta et al. 2006; Berta et al. 
2009; Berta et al. 2010; Brunner et al. 2004; Bogeat-Triboulot et al. 2007; Regier et al. 
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2009). Identity of amplicons was verified by non-quantitative PCR and by sequencing on 
an ABI 3130XL instrument (Applied Biosystems Inc., Division, Foster City, CA, USA). 
Samples were diluted to a final volume of 100 µl and 1 µl was used as a template for the 
RT-qPCR in a reaction of 15 µl total volume. Reactions were carried out using the iQ 
SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) on an iCycler iQ Real Time PCR 
System (Bio-Rad). One cDNA sample diluted 1/5, 1/25, 1/125, 1/625, and 1/3125, was 
employed as a standard to calculate the amplification efficiency for each primer pair. PCR  
reactions were performed under the 
following conditions: 2 min at 95°C, 40 cycles of 30 s at 95°C, 20 s at 60°C and 20 s at 
72°C. Melting curve analysis confirmed the specificity of amplification. The relative 
mRNA levels for each gene were calculated with qBase software (Hellemans et al. 2007) 
with respect to the internal standards EF1, EIF4B and GαS. The gene expression stability 
of reference genes was previously evaluated using geNorm software (Vandesompele et al. 
2002) and qBase software (data not shown). 
Statistical analysis  
The hypotheses testing was performed by ANOVA using STATA 9 software (STATA 
Corp, College Station, TX). A linear regression model and a quadratic model were fitted to 
the experimental data on time (T0, Tmax and Trec) to test the hypotheses of no differences 
between average values within each treatment and clone.  
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Gene Abbr. Forward primer Reverse primer JGI gene model ID 
          
CuZn Superoxide dismutase CuZnSod CCTGAGAAGCATAAGGAACAGTG TCCATGGTCCTTCTTTAATGG estExt_Genewise1_v1.C_LG_XIII1983   
Mn Superoxide dismutase MnSod ACTCCAAGCACACCTGCTCT CGGCGGAACAAATAGGAGTA grail3.0095006301 
Catalase 1 Cat1 TGAAGACGACACCAAAGCTC AACTGCAAACCACACAGCAG eugene3.00020082 
Catalase 3 Cat3 GTCTCAGGCTGATAAATCTTTG ATTCAGTTTGGTGTCATCTTC estExt_fgenesh4_pm.C_LG_V0695 
Ascorbate peroxidase Apx AGCTCTCCGAACTGGGATTT CTCTTCCACCCATCATGAGC estExt_fgenesh4_pg.C_LG_IX1399 
Glutathione reductase Gr GATGCACCTGAAATCGTGCAG GGTTTGCCACCAGCAGTAAC grail3.0008003701 
Metallothionein 3a MT3a TGTCTAGCACCTGCGACAAC CACATGACGGTTTACGTGCT eugene3.00110909 
Metallothionein 3b MT3b CTGCACATGCGGTCATTAAG GTTCACTCCACACCCACAAGT eugene3.01070053 
Elongation factor 1, ß-subunit EF1 AAGCCATGGGATGATGAGAC  ACTGGAGCCAATTTTGATGC estExt_fgenesh4_pg.C_LG_I1178 
Eucaryotic translation factor 4B EIF4B AAAAAGGGGATTTGGGATTG AACTTCGTCCTCGGTAGCAA grail3.0001032101 
Glucosidase II α-subunit GαS CTCTCATTGAGCCGGCAAAT CCCCCCTTCAAGCATAAGG gw1.VII.1603.1 
          
 
Table 1. Sequences of the primers used for qRT-PCR 
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Results  
In the present study, water deficit was imposed for 15 days, followed by a re-watering 
period of 15 days. The decrease of soil water content (80% of water content reduction 
respect to the field capacity) significantly affected the leaf and stem water status and 
growth of Pst plants. However a complete recovery of plant water status and stem growth 
were reached after 15 days after the resumption of irrigation, as the stress given, even if 
severe, was not sufficient to induce irreversible damage (Table 2). After 15 days (Tmax) of 
withholding irrigation, treated plants leaf Ψpd decreased to values below -1.5 MPa. The leaf 
Ψpd decrease was associated with a significant increase in stem water loss (> 10% of RWC 
reduction in Pst respect to Pw plants in both clones) that gave rise to an increase in 
 T0 Tmax  Trec 
 
Control  
(Pw) 
Control  
(Pw) 
Stress  
(Pst) § 
Control  
(Pw) 
Stress  
(Pst) 
I-214       
Leaf Ψpd 
(MPa) -0.28 (0.02) 
-0.23 
(0.02) -1.45 (0.7) ** -0.3 (0.04) -0.25 (0.05) 
SWC (%) 31.0 29.0 5.5 ** 29.0 28.0 
Stem RWC 
(%) 67.2 64.4 57.6 ** 56.9 56.3 
Stem ∆R (µm) 25.3 (1.7) 27.8 (1.1) -24.6 (2) ** 20.2 (2.3) 21.7 (3.4) 
Stem MDS 
(µm) -5.4 (0.4) -6.2 (1.3) -48,2 (3.5) ** -5.2 (2.5) -9.7 (1.2) 
DVINA       
Leaf Ψpd 
(MPa) -0.40 (0.08) 
-0.18 
(0.02) 
-1.36 
(0.17) ** 
-0.20 
(0.03) -0.30 (0.03) 
SWC (%) 33.7 27.7 5.3 ** 31.0 29.7 
Stem RWC 
(%) 64.7 67.0 62.2 ** 57.7 58.6 
Stem ∆R (µm) 20.0 (1.3) 19.4 (3.8) -26.5 (1.4) ** 16.3 (2.1) 18.8 (1.4) 
Stem MDS 
(µm) -5.5 (0.8) -4.2 (0.9) -50.0 (4.6) ** -4.1 (0.1) -5.1 (0.4) 
       
 
Table 2. Pre-dawn leaf water potential (Ψpd), soil water content (SWC), relative stem water content 
(RWCstem), daily radial stem variation (∆R), maximum daily shrinkage (Stem MDS) measured at the 
beginning of the experiment (T0), 15 days after withholding irrigation (Tmax) and 15 days after 
resumption of the irrigation (Trec). Means of four replicates, SE into brackets. 
 
§The test of the hypotheses of no differences between averages values was performed at Tmax between 
Pw and Pst (** = P≤0.001) 
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maximum daily shrinkage of the stem (Pst plants showed an MDS ten times higher than 
control ones) with no significant differences between clones (P=0.562). As consequence at 
Tmax, Pst plants showed a significant reduction in ∆R (negative values for both clones). 
After resumption of the irrigation, SWC of treated plants was maintained to field capacity 
for fifteen days. At Trec treated plants had similar leaf Ψpd, RWC, ∆R and MDS showing a 
complete recovery of plant water status and growth. 
Determination of malondialdehyde content 
The effect of water deficit on lipid peroxidation of cellular membranes in the cambial 
region of ‘Dvina’ and ‘I-214’ was estimated by measuring MDA content in stressed and 
control plants collected at different times. We did not detect a significant increase in levels 
of lipid peroxidation in plants of ‘Dvina’ during the time course of the experiment, on the 
contrary, significant enhancement of MDA were observed in ‘I-214’ (Figure 1). However, 
the clones exhibited different contents of MDA. In fact, ‘I-214’ displayed a MDA content 
two-fold higher than ‘Dvina’ independently of treatments (Table 3; Table 5).  
 T0 Tmax Trec 
 Control (Pw) Control (Pw) Stress (Pst) Control (Pw) Stress (Pst) 
I-214      
MDA (µmol/g DW) 705.96 (31.56) 702.20 (20.43) 793.06 (97.65) 681.38 (15.82) 864.08 (35.60) 
Osmotically active 
solutes -OAS 
(mOsm/g DW) 
1.96 (0.05) 2.30 (0.11) 2.65 (0.05) 1.67 (0.05) 2.13 (0.08) 
Proline (µmol/g DW) 1.20 (0.46) 1.58 (0.04) 12.00 (1.00) 1.20 (0.14) 1.50 (0.37) 
DVINA      
MDA (µmol/g DW) 354.79 (23.10) 364.88 (13.74) 332.80 (61.58) 401.80 (25.37) 327.49 (25.00) 
Osmotically active 
solutes 
(mOsm/g DW) 
1.77 (0.12) 2.20 (0.12) 2.44 (0.04) 1.84 (0.09) 1.86 (0.03) 
Proline (µmol/g DW) 0.64 (0.20) 1.39 (0.06) 4.74 (0.53) 0.78 (0.20) 0.72 (0.13) 
      
 
Table 3. Malondialdehyde (MDA), osmotically active solutes, and proline contents in watered (Pw) and  
stressed (Pst) plants at the beginning of the experiment (T0), 15 days after withholding irrigation (Tmax) and 
15 days after resumption of the irrigation (Trec). 
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Determination of osmotically active solutes and proline content 
In this study, osmotically active solutes and proline content were analyzed in the cambial 
region of water-stressed (Pst) control (Pw) plants at Tmax of ‘Dvina’ and ‘I-214’ clones. In 
concomitance to the decrease in predawn leaf water potential and stem water content, the 
concentration of osmotically active solutes showed a significant increase in Pst plants, 
without significant differences between clones. Free-proline increased significantly in (Pst) 
plants respect to control (Pw) plants at T max, fivefold in ‘Dvina’, and more than tenfold in 
‘I-214’, (Table 3; Table 5, Figure 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Responses to treatments of 
MDA, Proline and MT3b. Fitted 
values refer to quadratic functions. 
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Transcription level of genes involved in stress defence 
The expression level of eight genes coding for proteins (SOD, CAT, APX, GR and MT) 
involved in stress response was analysed in the cambial region of ‘Dvina’ and ‘I-214’ 
under water deficit conditions and after a period of re-watering (Table 4). The expression 
of the genes considered in the analysis did not varied significantly in watered plants (Pw) 
during the time of the experiment (T0, Tmax, Trec) indicating that the transcription rate 
was not affected by the development. Conversely, with the exception of Cat3, CuZnSod 
and Gr, differences were observed between the clones in transcript abundance of the genes. 
Water deficit induced significant changes in the expression level of the genes, and the 
intensity of variation was clone related. In particular, Cat3 was strongly up-regulated by 
 T0  Tmax            Trec 
 Control (Pw)  Control (Pw) Stress (Pst)  Control (Pw) Stress (Pst) 
I-214        
Cat1 2.89 (0.42)  2.11 (0.35) 3.08 (0.38)  2.16 (0.47) 1.95 (0.52) 
Cat3 4.08 (0.21)  3.98 (0.18) 69.49 (2.39)  2.60 (0.76) 1.89 (0.50) 
CuZnSod 4.79 (0.62)  4.21 (1.04) 5.60 (0.43)  4.49 (0.67) 5.75 (0.26) 
MnSod 2.26 (0.22)  1.30 (0.30) 2.04 (0.21)  1.93 (0.24) 2.44 (0.15) 
Gr 2.98 (0.34)  2.95 (0.11) 3.66 (0.20)  2.72 (0.28) 2.37 (0.26) 
Apx 3.89 (0.08)  4.30 (0.28) 5.61 (1.22)  4.45 (0.90) 5.94 (0.5) 
MT3a 3.90 (0.25)  4.57 (0.09) 2.81 (0.38)  3.61 (0.09) 4.13 (1.05) 
MT3b 3.58 (0.19)  2.67 (0.41) 2.74 (0.25)  4.19 (0.66) 4.90 (0.83) 
DVINA        
Cat1 1.60 (0.22)  1.35 (0.14) 2.02 (0.44)  1.61 (0.50) 1.10 (0.10) 
Cat3 4.48 (0.78)  2.99 (0.74) 65.83 (1.41)  3.04 (0.97) 5.29 (0.52) 
CuZnSod 5.35 (0.56)  4.94 (0.64) 1.26 (0.23)  5.17 (1.70) 5.41 (1.08) 
MnSod 3.95 (0.14)  3.61 (0.35) 1.53 (0.36)  3.39 (0.18) 2.33 (0.41) 
Gr 2.61 (0.49)  2.50 (0.34) 1.32 (0.32)  3.11 (0.49) 3.33 (0.03) 
Apx 1.20 (0.15)  1.21 (0.21) 1.65 (0.51)  2.89 (1.04) 1.41 (0.28) 
MT3a 7.78 (0.70)  6.76 (0.52) 1.68 (0.68)  6.13 (0.27) 7.29 (0. 27) 
MT3b 1.88 (0.35)  1.78 (0.45) 9.99 (0.98)    1.46 (0.41)  2.39 (0.87) 
 
Table 4. Relative expression of stress related genes in cambial region of clones ‘Dvina’ and ‘I-214’ obtained by 
RT-qPCR. Values are means of at least two biological replicates, SE into brackets. Expression values are 
normalized with qBase software against genes coding for EF1, EIF4B and GαS. 
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water shortage both in ‘Dvina’ and ‘I-214’, while a divergent response was observed for 
Gr, whose transcription significantly decreased in Dvina and slightly increased in I-214. In 
contrast, in ‘Dvina’ MnSod, CuZnSod and MT3a, resulted down-regulated, while a up-
regulation of MT3b gene in response to withholding water was observed (Table 5, Figure 
1). Re-hydration, with the exception of MnSod, resulted in a return to control levels for all 
the genes, evidencing the reversibility of the changes observed. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
T C fitted 
model Cat1 Cat3 
CuZn 
Sod 
Mn 
Sod 
MT 
3a 
MT 
3b Gr Apx MDA OAS Proline 
linear n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. I-214 quadratic n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
linear n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
Control 
(Pw) 
DVINA quadratic n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
   
           
linear n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s. ** n.s n.s I-214 quadratic n.s. *** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *** *** 
linear n.s. n.s. n.s. *** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
Stress 
(Pst) 
DVINA quadratic n.s. *** ** *** *** *** ** n.s. n.s. *** *** 
              
 
Table 5. Test of the hypotheses of no differences between average values within each treatment condition 
and clone (n.s. = not significant, ** = significant at P≤0.001, *** = significant at P≤0.0001, F test) by 
means of linear and quadratic models on time (T0, Tmax and Trec).  
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Discussion 
Because of the central role that antioxidant systems plays in the defence against stress we 
focused our research on the transcriptional analysis of antioxidant enzymes and scavenging 
proteins, coupled with physiological parameters in the cambial region of two clones with 
different performances in response to water deficit. The aim was to highlight the 
relationships among molecular and physiological traits and the different response to water 
deficit of clones analysed.  
The water deficit applied had strong impact on the plant water status without significant 
differences between clones at Tmax. In fact, the SWC, RWC stem and leaf Ψpd values 
showed that the water status in the continuum soil-plant-atmosphere did not vary between 
clones at Tmax and these data confirmed that clones were subjected to the same water 
stress intensity. Severe water deficit induced a strong water loss from the stem as showed 
by the high MDS values and this condition led to some physiological and biochemical 
changes in the cambial region and differentiating phloem. 
MDS represents the more sensitive parameter to define the stem water status in woody 
plants (Zweifel et al. 2000). In a previous analysis under mild water deficit condition, 
‘Dvina’ showed a longer growth ability and better leaf and stem water status than ‘I-214’ 
(Giovannelli et al. 2007). In this study in order to maintain both clones in a comparable 
growth and water status a severe, even if reversible, water deficit was imposed; such 
condition can account for the comparable response to stress performed by the clones. 
Water deficit resulted in a significant enhancement of lipid peroxidation in the cambial 
zone of ‘I-214’ as assessed by the analysis of MDA contents. Damage at membrane level is 
generally observed in tissues of plants subjected to water stress, reflecting impairments in 
the equilibrium between ROS production and scavenging by the antioxidant system. 
However a low increase in MDA content in response to water deficit was found in leaves 
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of P. euphratica e P. cathayana subjected to prolonged water depletion (Bogeat-Triboulot, 
et al. 2007; Xiao et al. 2008), demonstrating that plant adaptation to drought probably 
involved the activation of enzymes capable to protect lipids from peroxidation. The results 
suggested that defence strategies carried out by ‘Dvina’ and ‘I-214’ to protect cambium 
cells from ROS or to avoid ROS increase, were not equally effective. Interestingly ‘Dvina’ 
plants displayed a MDA level lower than ‘I-214’ independently for soil water availability. 
In many plant species genotypes with a low lipid peroxidation level in normal irrigation 
regime showed higher tolerance to the toxic effect of ROS when subjected to water deficit 
(Sairam et al. 1998; Malenčić et al. 2003; Koca et al. 2006). On the basis of data obtained 
we could hypothesize that ‘Dvina’ had a membrane system more suitable to face lipid 
peroxidation induced by ROS so that contributing to its adaptation to water deficit. 
A significant increase of the concentration of osmotically active solutes in the cambial 
region of stressed plants showed that active osmotic adjustment took place within this zone 
in response to water loss, without differences between ‘Dvina’ and ‘I-214’. Free proline 
significantly increased in both clones under water deficit. On the basis of these results we 
can postulate that the increase in the concentration of osmotic active solutes within the 
cambial region was mainly due to the increase of proline content. The active osmotic 
adjustment is a typical adaptive response of plants to drought (Tschaplinsky et al.1994). 
Our results are not in agreement with those obtained by Arend et al. (2007) in which a 
decrease of the concentration of active osmotics in the cambial zone of poplar in response 
to the decrease in predawn leaf water potential. Moreover previous studies on leaves of P. 
deltoides indicated that a small osmotic adjustment occurred under water-deficit conditions 
(Tschaplinsky and Tuskan 1994; Gebre et al. 1998) and that dehydration rearrangement, 
such as stomatal control and adjustment of tissue elastic properties, may be the main 
drought tolerance mechanism of this poplar specie (Kramer 1983; White et al. 1996). Our 
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data on cambial region suggested a different scenario; in fact, active osmotic adjustments 
have been found as part of the mechanisms of water deficit response. This study also 
evidenced that ‘I-214’ under water deficit accumulated proline much more than ‘Dvina’. In 
previous works performed on poplar (Ren et al. 2007) and other species (Sundaresan & 
Sudhakaran 1995; Ain-Lhout et al. 2001; Peuke et al. 2002; Rampino et al. 2006) the 
proline content was observed to raise strongly in the sensitive genotypes, while in the 
resistant ones the increase was lower or delayed. The difference in proline accumulation 
observed in this study may reflect the different strategies carried out by ‘Dvina’ and ‘I-
214’ to achieve adaptation to water deficit. Proline accumulation in the cambial region 
appears as the most prominent reaction to stress of ‘I-214’ clone. 
Transcript analysis of genes involved in stress response was performed to evidence in the 
clones a different expression, if any, in response water deficit. The choice of genes was 
driven by the results previously obtained by a microarray analysis of cambial transcriptome 
of white poplar in response to water deficit (Berta et al. 2010). In general we observed a 
deep influence of genotype on the level  of gene expression independently of treatments. 
Transcript levels of Cat1 and Apx resulted higher in ‘I-214’ than in ‘Dvina’, the contrary 
the expression of MnSod and MT3a was observed lower. At Tmax a five-fold up-regulation 
of MT3b in stressed plants of ‘Dvina’ if compared with irrigated plants was observed. On 
the contrary, the expression level of this gene did not change in ‘I-214’. MT3a 
transcription, on the other hand, decreased in Pst plants of both clones and in a significant 
way in ‘Dvina’. MTs belong to a small multigene family consisting of different genes, in 
poplar they are both constitutively expressed and respond differentially to environmental 
stimuli (Kholer et al. 2004); our data are in agreement with that findings. Besides their role 
in heavy metal detoxification, they probably contribute to cell homeostasis in response to 
water deficit in poplar roots and leaves (Plomion et al. 2006; Brosché et al. 2005; Bogeat-
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Triboulot et al. 2007). Recently the increase of MT type 3 transcripts was observed also in 
the cambial region of P. alba under water deficit (Berta et al. 2009; Berta et al. 2010). 
Although the exact role of MT-encoding genes in the defence against water deficit is still 
not clarified, their involvement in redox homeostasis of plant cells has been recently 
suggested (Xue et al. 2009; Akashi et al. 2004; Samardžić et al. 2010). The up-regulation 
of MT3b induced by the stress in ‘Dvina’, and not observed in ‘I-214’, suggest for this 
gene exert a key role in the protection from water deficit of this clone. Cat3 was the only 
gene strongly up-regulated by water deficit in both clones confirming the strong tissue 
specificity of this isoform and its important role in the ROS control.  
The other genes involved in stress response did not change their expression level under 
drought in ‘I-214’, whereas in ‘Dvina’ they appeared down-regulated (CuZnSod, MnSod 
and MT3a) or not regulated (Cat1, Apx). Finally, the analysis of Pw and Pst plants at Trec 
revealed that the transcriptional changes observed under stress were fully reversible. 
Stress tolerance is generally related to control of oxidant levels in tissues through the 
coordinate expression of antioxidant genes and/or a higher activity of their enzymes 
(Tsugane et al. 1999; Cheeseman 2007).  Our data are in agreement with those obtained by 
other authors on sensitive and tolerant poplar genotypes subjected to long-lasting drought 
periods showing that adaptation to water deficit involved the regulation of few and specific 
isoforms of stress defence genes (Berta et al. 2006; Plomion et al. 2006; Bogeat-Triboulot 
et al. 2007; Xiao et al. 2009; Berta et al. 2010). 
The data obtained evidenced strong differences between the clones in transcription rates of 
genes related to ROS detoxification highlighting the genetic control of molecular plasticity 
in drought response. Though so far no transcription studies at cambial region level were 
performed on poplar clones with a different response to water stress, a study performed on 
leaf proteome of Populus x euramericana genotypes underlined differences among 
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genotypes in a number of proteins involved in protection of oxidative damages 
(Bonhomme et al. 2009). The data obtained in this study suggest that the two clones faced 
oxidative stress in cambial region exploiting different metabolic tools. 
 
Conclusions  
The responses to water deficit within the cambial region of ‘Dvina’ and ‘I-214’ were 
investigated through the analysis of physiological and biochemical parameters and the 
transcription analysis of a set of antioxidant and MT genes. The results evidenced that, the 
clones under severe water deficit carried out different strategies to protect cambial region 
cells from oxidative stress. ‘I-214’ accumulated more free-proline than ‘Dvina’ suggesting 
for this amino acid a key role in the drought response of the clone. On the other hand, the 
transcript analysis of antioxidant and MT genes evidenced a different ability of the two 
clones to modulate antioxidant genes under stress. In particular MT3b was strongly up-
regulated by water deficit in ‘Dvina’ thus suggesting an important role in the maintenance 
of cellular redox homeostasis of the clone. In contrast I-214’ appeared to face water stress 
mainly by means of proline accumulation and osmotic adjustment, however this action 
resulted less effective as evidenced by the enhancement of lipid peroxidation. On the 
whole, genetic background appears to affect strongly the drought responses highlighting 
the genetic control of molecular plasticity in drought response. 
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Capitolo 2 
 
Effetto del deficit idrico sull’espressione dei geni 
coinvolti nel metabolismo dei carboidrati nella 
regione cambiale di due cloni di pioppo con una 
diversa risposta alla siccità 
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Introduzione 
Il pioppo (Populus sp.) è di primaria importanza economica per la produzione di legno 
nelle regioni temperate del mondo. Lunghi periodi di siccità limitano fortemente la crescita 
radiale delle piante, riducendo la produttività delle piantagioni di pioppo e la qualità del 
legno (Giovannelli et al. 2007). Sebbene le piante di pioppo siano note per essere 
particolarmente sensibili alla siccità (Tschaplinski et al. 1994), la loro tolleranza varia 
fortemente in base alla specie, alla popolazione e al clone considerato, a causa della grande 
variabilità genetica tipica del genere Populus (Zhang et al. 2004; Monclus et al. 2006). Il 
confronto tra genotipi che manifestano una diversa risposta alla siccità potrebbe aiutare a 
comprendere i meccanismi adattativi delle piante di pioppo ed essere utile per le strategie 
di breeding che hanno la finalità di abbinare elevata produttività e tolleranza alla siccità. 
Finora gli studi condotti a livello biochimico e molecolare su diversi genotipi di pioppo si 
sono concentrati principalmente su radici e foglie, mentre le risposte al deficit idrico nella 
zona cambiale hanno ricevuto scarsa attenzione, con poche eccezioni (Berta et al. 2006; 
Berta et al. 2009; Berta et al. 2010). Il cambio vascolare è un meristema secondario, che 
gioca un ruolo importante nella crescita radiale dei fusti e delle radici delle gimnosperme e 
delle angiosperme, producendo floema secondario verso l’esterno e xilema secondario, o 
legno, verso l’interno. La carenza idrica influenza fortemente l’attività cambiale e, di 
conseguenza, il processo di sviluppo del legno (Abe et al. 2003; Corcuera et al. 2004; 
Arend and Fromm 2007). Nonostante l’importanza del cambio per la produttività delle 
colture, le nostre conoscenze sugli effetti della siccità in questo tessuto sono ancora 
marginali e necessitano di essere approfondite. 
Le piante arboree assimilano il carbonio nel clorenchima (tessuto source), situato nelle 
foglie e nella giovane corteccia (Kozlowski 1992). Successivamente esso viene trasferito ai 
tessuti sink attraverso il floema sotto forma di saccarosio, per essere utilizzato come fonte 
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di energia e scheletro per la costruzione di nuove molecole durante la crescita (Konishi et 
al. 2004). Le proteine coinvolte nel trasporto e nel metabolismo del saccarosio nei tessuti 
non fotosintetici influenzano fortemente la forza del sink stesso, in seguito alla 
modulazione dei livelli di saccarosio nelle cellule, richiamando una maggiore o minore 
quantità di fotosintati dalle foglie. Lo scarico del saccarosio dal floema alle cellule dei sink 
avviene attraverso trasportatori degli zuccheri localizzati sulla membrana plasmatica dei 
vasi floematici. Sono state identificate due famiglie distinte di trasportatori: i trasportatori 
di disaccaridi, che permettono principalmente il trasporto attivo del saccarosio (SUC) e i 
trasportatori di monosaccaridi (MST) che permettono il trasporto di un’ampia varietà di 
monosaccaridi, derivanti dall’idrolisi del saccarosio, catalizzata dalle invertasi associate 
alla membrana plasmatica (Sturm and Chrispeels 1990; Weber et al. 1995). Nelle cellule 
dei tessuti sink, due enzimi chiave agiscono nella catalisi del metabolismo del saccarosio, 
la saccarosio sintasi (SuSy) e l’UDP-glucosio pirifosforilasi (UGPasi), liberando i 
precursori per la produzione dei carboidrati strutturali e di riserva (Kleczkowsky et al. 
2004; Coleman et al. 2009). L’attività dei due enzimi è strettamente legata a quella dei 
complessi della cellulosa sintasi (CES) e di altri enzimi coinvolti nella biosintesi dei 
carboidrati della parete cellulare, come la callosio sintasi (CALS) (Hertzberg et al. 2001; 
Koch, 2004). Una parte del carbonio è invece immagazzinata sottoforma di amido nei 
tessuti di riserva, per poter essere utilizzata come riserva stagionale e di emergenza. Geni 
chiave della biosintesi dell’amido sono l’ADP-glucosio pirofosforilasi (AGPasi) 
(Kleczkowsky et al. 1991) e l’amido sintasi (SS) (James et al. 2003), mentre nel processo 
di degradazione è coinvolta la β-amilasi (BAM) (Smith and Stitt 2007). 
Le risposte adattative delle piante al deficit idrico includono cambiamenti morfologici, 
fisiologici, biochimici e molecolari (Kozlowski and Pallardy 2002, Yin et al. 2005, Zhang 
et al. 2005). Un ruolo di primaria importanza è svolto dalla capacità della pianta di regolare 
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il metabolismo dei carboidrati, non solo nei tessuti fotosintetici, ma anche nei tessuti che in 
condizioni normali li ricevono per utilizzarli nella crescita o per immagazzinarli. Nei 
tessuti di pioppo un aumento della concentrazione di sostanze osmoticamente attive, tra cui 
gli zuccheri solubili, permette la protezione delle cellule dalla disidratazione (Marron et al. 
2002; Lei et al. 2006; Regier et al. 2009). Sebbene il deficit idrico determini un minor tasso 
di assimilazione del carbonio, la concentrazione degli zuccheri solubili nelle foglie viene 
mantenuta tramite un drastico declino dell’amido presente nei cloroplasti (Quick et al. 
1992; Arndt et al. 2001; Li and Li 2005). Meno chiari sono gli effetti della siccità sul 
metabolismo dei carboidrati nelle cellule dei tessuti sink. Uno studio recente condotto sulle 
radici di P. nigra ha evidenziato che genotipi con un diverso grado di sensibilità al deficit 
idrico regolano in modo diverso il livello degli zuccheri solubili e del contenuto di amido 
(Regier et al. 2009). Nonostante l’importanza del cambio nel processo di sviluppo del 
legno, e di conseguenza nella produttività dei cloni di pioppo, poco noti sono ancora gli 
effetti del deficit idrico sia sulla distribuzione del carbonio in questo tessuto, sia sulla 
regolazione dei geni chiave coinvolti in questo processo. 
I due cloni ‘Dvina’ (Populus deltoides) e ‘I-214’ (Populus x canadensis) sono 
caratterizzati da un diverso tasso di crescita e di produzione del legno sia in condizioni 
normali che in presenza di  deficit idrico (Giovannelli et al. 2007; Deslauriers et al. 2009). 
L’analisi della zona cambiale ha inoltre evidenziato diverse strategie di protezione di 
questo tessuto messe in atto dai due cloni, che coinvolgono sia un diverso grado di 
accumulo di sostanze osmoticamente attive, che una diversa modulazione dei geni 
antiossidanti (Capitolo 1). In questo studio abbiamo confrontato la risposta al deficit idrico 
dei due cloni ‘Dvina’ e ‘I-214’ nella zona cambiale, ipotizzando che in presenza di questo 
stress ambientale i due cloni regolino in modo diverso la distribuzione del carbonio in 
zuccheri solubili e amido e l’espressione di geni chiave coinvolti nel trasporto e nel 
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metabolismo dei carboidrati. Per verificare questa ipotesi abbiamo analizzato l'effetto di un 
periodo di deficit idrico di due settimane sulla zona cambiale dei due genotipi. In 
particolare, l’analisi si è articolata nei seguenti punti: i) analisi del livello degli zuccheri 
solubili; ii) analisi del contenuto di amido; iii) analisi dell’espressione di geni codificanti 
per enzimi coinvolti nel trasporto e nel metabolismo del saccarosio, della cellulosa, del 
callosio e dell’amido. 
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Materiali e metodi 
Materiale vegetale e disegno sperimentale 
Per la realizzazione del presente studio sono stati utilizzati due cloni di pioppo, ‘Dvina’ 
(Populus deltoides) e ‘I-214’ (Populus x canadensis Moench), ottenuti presso l'Unità di 
Ricerca per le Produzioni Legnose Fuori Foresta di Casale Monferrato (AL). All’inizio di 
giugno 2009, 32 piante di due anni di ciascun clone sono state selezionate per uniformità di 
dimensioni (altezza media 144.6 ± 12.3 cm per ‘I-214’ e 133.5 ± 10.5 cm per ‘Dvina’, 
diametro medio del fusto a ¼ dell’altezza dello fusto, 17.1 ± 0.6 mm per ‘I-214’ e 16 ± 1.1 
mm per ‘Dvina’, area fogliare totale media per pianta 77.36 ± 3.8 dm2 per ‘I-214’ e 72.2 ± 
3.2 dm2 per ‘Dvina’). Per ciascun clone, le piante sono state suddivise in due gruppi 
omogenei di 16 piante ciascuno. Dal 3 giugno 2009 (T0) le piante sono state sottoposte a 
due diversi regimi di irrigazione per 30 giorni. Nelle piante irrigate ‘‘Pw’’ il contenuto 
idrico del suolo (SWC) è stato mantenuto alla capacità di campo (28-30%), mentre nelle 
piante sottoposte a stress ‘‘Pst’’ l’irrigazione è stata sospesa per 15 giorni (Tmax) e 
successivamente ripristinata fino al trentesimo giorno (Trec). Durante l’esperimento le 
piante sono state coltivate in un vivaio all’aria aperta. Per evitare la reidratazione del suolo 
dovuta alle precipitazioni atmosferiche, i vasi delle piante Pst sono stati ricoperti con 
coperture in plastica idrofobica. Durante l’esperimento la temperatura media è risultata 
compresa tra 16 e 26°C con un valore massimo di 34°C registrato a metà (15.00 p.m.) del 
giorno 20 (temperatura dell’aria registrata al LAMMA, Laboratorio di Monitoraggio e 
Modellistica ambientale per lo sviluppo sostenibile, Firenze, http:// 
www.lamma.rete.toscana.it/eng/index.html). La media giornaliera del deficit di pressione 
di vapore è risultata compresa tra 0.6 e 2 KPa, mentre la radiazione globale giornaliera è 
risultata compresa tra 13 and 30 MJ/mq.  
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Relazioni idriche suolo-pianta e misura dell’accrescimento 
Il potenziale idrico fogliare di base (leaf Ψpd, MPa) è stato misurato con una camera a 
pressione (PMS Instruments Co., Corvallis) su due o tre foglie completamente espanse 
(indice di plastocrone tra 5 and 7) prelevate da fusti selezionati casualmente. Nei giorni 0, 
15 e 30 dell’esperimento quattro piante per ciascun clone e trattamento sono state utilizzate 
per determinare il contenuto idrico del fusto (stem WC), calcolato seguendo la procedura 
descritta da Deslauriers et al. (2009). Il fusto è stato suddiviso in sezioni della lunghezza di 
10 cm, pesate immediatamente entro 15 minuti dalla raccolta per determinare la massa 
fresca (g). Il volume fresco dei campioni (cm3) è stato misurato tramite il principio di 
Archimede (Borghetti et al. 1991). La massa secca (g) è stata misurata dopo che i campioni 
sono stati essiccati per 96 h a 72°C. Il contenuto idrico relativo del fusto (stem RWC) è 
stato calcolato come descritto da Domec and Gartner (2001): 
stem RWC=(Mf-Md)/(Vf-Vs) x 100 
dove Mf e Md sono rispettivamente la massa fresca e secca del legno (g) e Vf e Vs sono 
rispettivamente i volumi di materiale fresco e secco (cm3). Vs è stato misurato dividendo 
Md per 1.53, assumendo una densità di 1.53 g cm-3 per il materiale di parete cellulare 
secco (Skaar 1998). Il contenuto idrico del suolo (SWC) è stato misurato ogni due giorni 
all’interno di ciascuna replica nelle piante Pw e Pst tramite sonde Hydro-sense (Campbell 
scientific Inc., USA), basate su riflettometria nel dominio temporale (TDR). La crescita 
radiale del fusto è stata determinata tramite dendrometri a puntale ad acquisizione 
automatica, come riportato da Giovannelli et al. (2007). I dati grezzi sono stati registrati 
ogni 15 minuti ed ogni ora sono state calcolate le medie. L’estrazione del restringimento 
massimo giornaliero. Il calcolo del ritiro massimo giornaliero (MDS) e dell’incremento 
giornaliero del fusto (stem increment, ∆R) è stato effettuato dividendo il ciclo in tre fasi 
distinte (Downes et al. 1999; Deslauriers et al. 2003) e identificando (i) fase di espansione, 
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periodo totale dal minimo del mattino al massimo del mattino seguente; (ii) fase di 
incremento del raggio, parte della fase di espansione dal momento in cui il raggio del fusto 
supera il massimo del mattino fino al massimo del mattino successivo; (iii) fase di 
contrazione o MDS, periodo tra massimo del mattino e minimo del pomeriggio. 
Isolamento della zona cambiale 
La regione cambiale è stata isolata seguendo la procedura utilizzata da Berta et al. (2010). 
Lo fusto di ciascuna pianta è stato tagliato al livello del colletto e suddiviso in sezioni di 
10-15 cm in lunghezza. Le sezioni sono state immediatamente immerse in azoto liquido e 
liofilizzate sotto vuoto (0.15 mbar o meno) ad una temperatura costante di -50°C per 
facilitare la separazione della corteccia dallo xilema maturo. La zona cambiale con il 
floema in differenziamento è stata recuperata grattando con un rasoio il lato interno della 
corteccia. Per ciascun campione sono stati raccolti da 200 a 500 mg di polvere essiccata. 
L’analisi è stata condotta sulla sezione più vicina al colletto della pianta. 
Determinazione degli zuccheri solubili totali e dell’amido 
Gli zuccheri solubili totali sono stati estratti dalla regione cambiale seguendo la procedura 
proposta da Giovannelli et al. (2010). Quaranta mg di polvere di cambio sono stati estratti 
rispettivamente tre volte in 5 ml di ETOH all’80%, portando successivamente il pH della 
miscela a 7.0. Dopo la centrifugazione a 10000 g per 5 min, tutte le soluzioni estratte sono 
state mescolate tra loro fino ad un volume finale di 15 ml. Un’aliquota di 75 µl di 
campione è stata addizionata con 425 µl di acqua distillata e, dopo l’aggiunta di 2.5 ml di 
una soluzione acida di antrone solforico, la concentrazione degli zuccheri solubili è stata 
misurata mediante spettrofotometro a 625 nm. 
L’amido è stato misurato in accordo con Gucci et al. (1991). Quaranta mg di polvere di 
cambio sono stati estratti in 5 ml di ETOH all’80%, portando successivamente il pH della 
miscela a 7.0. Dopo la centrifugazione a 10000 g per 5 min, il pellet ottenuto è stato 
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incubato a 55°C per 16 h con l’amiloglucosidasi (Fluka). Successivamente i campioni sono 
stati diluiti con acqua distillata a 5 ml e tre aliquote da 0.25 ml di ogni campione sono state 
saggiate con metodo colorimetrico usando la glucosio ossidasi (Sigma). L’assorbanza è 
stata letta a 440 nm. 
Estrazione dell’RNA e sintesi del cDNA a singolo filamento 
L’RNA totale è stato estratto da 100 mg di regione cambiale in accordo con il protocollo di 
estrazione di Kolosova et al. (2004), trattato con DNasi (Rnase-Free Dnase Set, Qiagen) e 
purificato mediante colonnine di silice (RNase Clean-up kit, Qiagen). La concentrazione 
dell’RNA è stata misurata tramite spettrofotometro (Gene Quant Pro, Amersham 
Biosciences) e la qualità  è stata verificata tramite visualizzazione su gel di agarosio 
colorato con etidio bromuro. La sintesi del cDNA a singolo filamento è stata effettuata a 
partire da 5 µg di RNA totale usando la trascrittasi invesa (Superscript II reverse 
transcriptase, Invitrogen) e innescando la reazione con oligo(dT). La qualità del cDNA a 
singolo filamento e l’assenza di DNA genomico nei campioni è stata verificata tramite 
PCR usando i primer per il gene della subunità ß del fattore di elongazione eucariotico 
(Ef1) (Tabella 1).  
Disegno dei primer e real-time qPCR (RT-qPCR) 
I geni coinvolti nel metabolismo dei carboidrati (CAZyme) analizzati in questo studio sono 
stati selezionati sulla base di informazioni ottenute precedentemente in altri lavori sul 
pioppo (Grunze et al. 2004; Geisler-Lee et al. 2006; Coleman et al. 2009; Regier et al. 
2009; Berta et al. 2010). Le sequenze dei primer utilizzate per la RT-qPCR sono elencate 
in Tabella 1. Le coppie di primer necessarie per l’amplificazione dei geni Bam1, Ugp e 
Suc2 sono state disegnate usando il software Primer3 (http:/frodo.wi.mitedu/primer3; 
Rozen and Skaletzki 2000), ottenendo le sequenze dal database di Populus trichocarpa 
v1.1 (http://genome.jgi-psf.org/Poptr1_1/Poptr1_1.home.html; Tuskan et al. 2006). Per 
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l’amplificazione di tutti gli altri geni sono state utilizzate coppie di primer precedentemente 
pubblicate, i cui riferimenti bibliografici sono riportati in Tabella 1.  
I campioni di cDNA ottenuti dalla retrotrascrizione sono stati diluiti fino ad un volume 
finale di 100 µl e 1 µl è stato utilizzato per ciascuna analisi di RT-qPCR in una reazione di 
15 µl di volume totale. Le reazioni sono state effettuate usando l’iQ SYBR Green 
Supermix (Bio-Rad) e lo strumento iCycler iQ Real Time PCR System (Bio-Rad). Le 
reazioni di PCR sono state effettuate seguendo il seguente protocollo: 2 min a 95 °C, 40 
cicli di 30 s a 95 °C, 20 s a 60 °C e 20 s at 72 °C. Un campione di cDNA diluito 1/5, 1/25, 
1/125, 1/625 e 1/3125 è stato utilizzato come standard per calcolare l’efficienza di 
amplificazione per ciascun primer. L’analisi della curva di denaturazione ha confermato la 
specificità dell’amplificazione. I valori grezzi dei cicli soglia (Ct) sono stati normalizzati 
relativamente al gene di riferimento interno codificante per la subunità β del fattore di 
elongazione eucariotico (Ef1) utilizzando il software Q-gene (Muller et al. 2002). 
Analisi statistica  
L’analisi statistica è stata condotta utilizzando il software STATA 9 (STATA Corp, 
College Station) sottoponendo i dati all’analisi della varianza (ANOVA) per verificare 
l’effetto del regime idrico, del clone e della loro interazione sul livello di espressione dei 
geni coinvolti nel metabolismo dei carboidrati nella regione cambiale delle piante di 
‘Dvina’ e ‘I-214’ campionate al Tmax, sottoposte a deficit idrico (Pst) e irrigate 
normalmente (Pw). L’ANOVA è stata inoltre utilizzata per verificare l’effetto del giorno di 
campionamento, del clone e della loro interazione sul livello di espressione dei geni nelle 
piante sottoposte alla condizione di controllo Pw. Il test statistico è stato considerato 
significativo per P≤0.05. 
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Nome del gene Funzione Codice del gene Sequenza dei primer Riferimenti bibliografici 
  
   
Trasporto del saccarosio     
Mst3.1 Trasportatore di monosaccaridi fgenesh4_pg.C_LG_II000886   F: GCCAAAGCATAACTGTCGC  
R: AATCCAACCAGCATAGAATAGG 
Grunze et al. 2004 
Suc2 Trasportatore del saccarosio GW1.XIX.2155.1 F: CTTTCATTTGGCTCTGTGGG  
R: GGCAATGGTGACGAAAGC 
 
Metabolismo del 
saccarosio     
Susy Saccarosio sintasi estExt_fgenesh4_pg.C_280066 F: ACCAGCACATTCCAAGAGATTGCT R: TGTAGAGGCCAGGGAGAGTGAAAG Coleman et al. 2009 
Ugp UDP-glucosio pirofosforilasi eugene3.11070001 F: ATGCCTTGTTTCACTGACCA  
R: GTGCTTTCGATCTTCGCTCT 
 
Metabolismo della 
parete cellulare     
Cals Callosio sintasi gw.1.I6689.1 F: TTGAGGAGGCCTTGAAGATG R: GCTGGCCGAGAGTTACAAAG Berta et al. 2010 
Ces Cellulosa sintasi estExt_fgenesh4_pg.C_LG_IX0979 F: TGTGGTGGATCACGAAAGAA  
R: TCCTTCAACGCCCTCTTCTA 
Berta et al. 2010 
Metabolismo dell’amido     
Agp ADP-glucosio pirofosforilasi eugene3.00141188 F: TGAGGAGCACAATGTTTTGG 
R: TGCATCAGTTTCCCTGTGAG 
Regier et al. 2009 
Bam1 ß-amilasi grail3.0064001202 F: GTCAGGAAAATGCATGCTGA 
R: GATATCGTCAACCGGAATCG 
 
SsII Amido sintasi gw1.XVII.1126.1 F: GTGGACATTTGATGGTGCTG  
R: GGAGTCCCTCCCAACTTTTC 
Regier et al. 2009 
Gene di riferimento     
Ef1 Fattore di elongazione 1, 
subunità β estExt_fgenesh4_pg.C_LG_I1178 
F: AAGCCATGGGATGATGAGAC  
R: ACTGGAGCCAATTTTGATGC Regier et al. 2009 
 
 
   
 
Tabella 1. Primer utilizzati per la real-time qPCR.  
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Risultati 
Il presente lavoro è stato svolto in collaborazione con il gruppo del Dott. Alessio 
Giovannelli dell’IVALSA (Istituto di Valorizzazione del Legno e delle Specie Arboree) 
del CNR di Firenze, che ha realizzato il monitoraggio dei parametri morfo-fisiologici delle 
piante, l’analisi degli zuccheri solubili e dell’amido.  
Monitoraggio dei parametri morfo-fisiologici 
Nel presente studio il deficit idrico è stato imposto per 15 giorni, seguito da un periodo di 
reidratazione di 15 giorni. Nella Tabella 2 sono riportati i valori ottenuti dall’analisi dei 
parametri morfo-fisiologici. La riduzione del contenuto idrico del suolo (80% in meno 
rispetto alla capacità di campo) ha influenzato significativamente lo stato delle foglie e del 
fusto e la crescita delle piante Pst. Tuttavia dopo 15 giorni dalla ripresa dell’irrigazione è 
stata osservata una completa ripresa della crescita della pianta e del fusto, dal momento che 
Tabella 2. Potenziale idrico di base della foglia (Ψpd), contenuto idrico del suolo (SWC), contenuto idrico 
relative del fusto (RWCstem), variazione giornaliera radiale del fusto (∆R), ritiro massimo giornaliero 
(Stem MDS) misurati all’inizio dell’esperimento (T0), 15 giorni dopo la sospensione dell’irrigazione 
(Tmax) e 15 giorni dopo la ripresa dell’irrigazione (Trec). Medie di quattro repliche biologiche, SE tra 
parentesi. 
 
 T0 Tmax  Trec 
 
Control  
(Pw) 
Control  
(Pw) 
Stress  
(Pst) § 
Control  
(Pw) 
Stress  
(Pst) 
I-214       
Leaf Ψpd (MPa) -0.28 (0.02) -0.23 (0.02) -1.45 (0.7) ** -0.3 (0.04) -0.25 (0.05) 
SWC (%) 31.0 29.0 5.5 ** 29.0 28.0 
Stem RWC (%) 67.2 64.4 57.6 ** 56.9 56.3 
Stem ∆R (µm) 25.3 (1.7) 27.8 (1.1) -24.6 (2) ** 20.2 (2.3) 21.7 (3.4) 
Stem MDS 
(µm) -5.4 (0.4) -6.2 (1.3) -48,2 (3.5) ** -5.2 (2.5) -9.7 (1.2) 
DVINA       
Leaf Ψpd (MPa) -0.40 (0.08) -0.18 (0.02) -1.36 (0.17) ** -0.20 (0.03) -0.30 (0.03) 
SWC (%) 33.7 27.7 5.3 ** 31.0 29.7 
Stem RWC (%) 64.7 67.0 62.2 ** 57.7 58.6 
Stem ∆R (µm) 20.0 (1.3) 19.4 (3.8) -26.5 (1.4) ** 16.3 (2.1) 18.8 (1.4) 
Stem MDS 
(µm) -5.5 (0.8) -4.2 (0.9) -50.0 (4.6) ** -4.1 (0.1) -5.1 (0.4) 
       
 
§ La verifica dell’ipotesi dell’asserza di differenze tra i valori medi è stata effettuata al Tmax tra le piante 
Pw e le piante Pst. (** = P≤0.001) 
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lo stress somministrato non è stato sufficientemente forte da indurre un danno irreversibile. 
Dopo 15 giorni di deficit idrico (Tmax), il Ψpd della foglia delle piante trattate è sceso a 
valori sotto -1,5 MPa. La riduzione del Ψpd è associata con un significativo incremento 
nella perdita di acqua nel fusto (riduzione di RWC >10% nelle piante Pst rispetto alle 
piante Pw in  entrambi i cloni), che ha causato un incremento nell’MDS del fusto (le piante 
Pst hanno mostrato un MDS 10 volte più elevato delle piante Pw) senza differenze 
significative tra i due cloni. Dopo la ripresa dell’irrigazione, l’SWC delle piante trattate è 
risultata pari alla capacità idrica di campo per 15 giorni. Al Trec le piante trattate hanno 
mostrato valori di Ψpd della foglia, RWC, ∆R e MDS simili tra loro, confermando un 
completo recupero dello stato idrico e della crescita delle piante. 
Effetto dello stress idrico sulla concentrazione di zuccheri solubili totali e dell’amido 
La concentrazione degli zuccheri solubili e dell’amido è stata analizzata nella zona 
cambiale delle piante di ‘Dvina’ e ‘I-214’ sottoposte alla condizione di controllo Pw e a 
quella di deficit idrico Pst. Lo stress idrico ha causato una riduzione nella concentrazione 
degli zuccheri solubili totali in entrambi i cloni, più marcata in ‘Dvina’ (-20%) e meno 
rilevante in ‘I-214’ (-9%) (Tabella 3; Figura 1a) e una riduzione media nel contenuto di 
amido in ‘Dvina’ pari al 71% (Tabella 3; Figura 1b).  
 T0 Tmax Trec 
 Control (Pw) Control (Pw) Stress (Pst) Control (Pw) Stress (Pst) 
I-214      
Zuccheri solubili 
(mg/g DW) 
82.0 (18.2) 145.3 (5.1) 131.1 (9.3) 107.3 (9.1) 121.5 (35.8) 
Amido (mg/g DW) 5.4 (0.7) 9.5 (0.8) 10.0 (1.4) 11.7 (0.7) 9.0 (0.3) 
DVINA      
Zuccheri solubili 
(mg/g DW) 
108.4 (11.6) 140.1 (1.7) 108.0 (9.3) 92.7 (15.9) 120.0 (34.7) 
Amido (mg/g DW) 7.9 (1.8) 8.6 (1.0) 3.4 (2.1) 12.9 (0.7) 12.2 (1.6) 
Tabella 3. Concentrazione degli zuccheri solubili e dell’amido nelle piante di ‘Dvina’ e ‘I-214’ irrigate 
(Pw) e sottoposte a stress idrico (Pst) all’inizio dell’esperimento (T0), dopo 15 giorni di deficit idrico 
(Tmax) e dopo 15 giorni dalla ripresa dell’irrigazione (Trec) (Giovannelli et al., comunicazione 
personale). Medie di almeno due repliche biologiche. SE tra parentesi. 
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Figura 1 (a-b). Concentrazione degli zuccheri solubili nella zona cambiale di ‘Dvina’ e ‘I-214’ nelle piante di 
controllo Pw e nelle piante sottoposte a stress idrico Pst alla massima intensità di deficit idrico (Tmax) 
(Giovannelli et al., comunicazone personale). I valori sono medie di almeno due repliche biologiche ± SE.  
 
Livello di trascrizione dei geni coinvolti nel metabolismo dei carboidrati  
I risultati relativi all’effetto del deficit idrico sul livello di espressione dei geni coinvolti nel 
metabolismo e nel trasporto dei carboidrati (saccarosio, cellulosa, callosio e amido)  in 
‘Dvina’ e ‘I-214’ sono riportati in Tabella 4. L’ANOVA effettuata per determinare 
l’effetto del regime idrico, del clone e della loro interazione è riportata in Tabella 5. In 
generale in ‘Dvina’ il deficit idrico ha avuto un effetto consistente sull’espressione dei geni 
analizzati, mentre in ‘I-214’ le variazioni hanno interessato un numero limitato di geni e, 
quando presenti, sono risultate di minore intensità (Figura 2a-i). Nelle piante di ‘Dvina’ i 
geni coinvolti nel trasporto del saccarosio alle cellule dei sink (Mst3.1 e Suc2), nel 
catabolismo di questo disaccaride (Susy e Ugp) e nella sintesi della parete cellulare (Cals e 
Ces) sono stati regolati in modo fortemente negativo dalla carenza idrica (da 3 a 16 volte), 
mentre in ‘I-214’ il livello di espressione di tali geni è rimasto invariato o si è ridotto 
leggermente, con la sola eccezione di Ugp e Ces (Figura 2a-f). Inoltre in ‘Dvina’ la carenza 
idrica ha determinato un notevole aumento (32 volte) nel livello di espressione di Bam1, 
codificante per la β-amilasi e ha modificato l’espressione degli altri due geni coinvolti nel 
metabolismo dell’amido, riducendo l’abbondanza dei trascritti di Agp (7 volte) e 
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aumentando quella di SsII (3 volte) (Tabella 4; Figura 2g-i). Al contrario, in ‘I-214’ il 
trascritto di Bam1 non è stato rilevato nei campioni analizzati e l’espressione di Agp e SsII 
è stata scarsamente modificata dalla carenza idrica (Tabella 4; Figura 2g-i). 
Nelle piante sottoposte alla condizione di controllo (Pw) l’ANOVA ha evidenziato il solo 
effetto del clone sul livello dei trascritti di Mst3.1 e Agp (Tabella 6), infatti ‘Dvina’ ha 
mostrato in generale valori mediamente più elevati dei due trascritti nei tre giorni di 
campionamento (Figura 3a-b). Invece il clone e l’interazione tra clone e giorno di 
campionamento hanno avuto effetto su Suc2 e Ces (Tabella 6), poiché i due geni hanno 
mostrato valori di espressione paragonabili al Tmax e al Trec nei due cloni, mentre il loro 
livello di espressione al T0 è risultato molto più basso in ‘I-214’ rispetto a ‘Dvina’ (Figura 
3c-d). Inoltre è interessante notare che il livello dei trascritti di alcuni geni nelle piante di 
controllo Pw è stato influenzato dal giorno di campionamento e che l’effetto è stato diverso 
nei due cloni. Infatti in ‘Dvina’ Mst3.1, Suc2 e Ces hanno mostrato valori di espressione 
generalmente decrescenti dal T0 al Trec, mentre in ‘I-214’ i tre geni e Agp hanno mostrato 
i valori più elevati al Tmax (Fig 3a-d).    
  
 78 
 
 
Tabella 4. Espressione relativa dei geni coinvolti nel metabolismo dei carboidrati nella zona cambiale di ‘Dvina’ e ‘I-214’ analizzata tramite RT-qPCR nelle piante di 
controllo Pw e nelle piante sottoposte a stress idrico Pst all’inizio (T0), alla massima intensità di deficit idrico (Tmax) e dopo due settimane dalla ripresa dell’irrigazione 
(Trec). I valori sono medie di almeno due repliche biologiche, SE tra parentesi. I valori di espressione sono normalizzati rispetto al gene Ef1. ND = non determinato. 
 
 
  
T0   Tmax   Trec 
 
Pw  Pw Pst  Pw Pst 
Clone Dvina 
 
  
 
   
Mst3.1 7.6E-04 (0.5E-04)  6.0E-04 (1.0E-04) 1.4E-04 (0.7E-04)  4.7E-04 (1.2E-04) 2.8E-04 (1.2E-04) 
Suc2 2.8E-02 (0.2E-02)  1.9E-02 (0.2E-02) 0.6E-02 (0.3E-02)  1.3E-02 (0.1E-02) 2.3E-02 (0.7E-02) 
Susy 1.4 (0.1)  1.4 (0.1) 0.4 (0.2)  1.1 (0.1) 0.9 (0.2) 
Ugp 3.9E-03 (0.7E-03)  4.0E-03 (1.6E-03) 1.4E-03 (1.2E-03)  6.2E-03 (1.4E-03) 3.2E-03 (2.0E-03) 
Cals 3.8E-03 (0.4E-03)  2.52E-03 (0.5E-03) 0.2E-03 (0.1E-03)  4.91E-03 (1.94E-03) 3.03E-03 (0.5E-03) 
Ces 18.5E-03 (1.83E-03)  10.9E-03 (3.1E-03) 1.76E-03 (0.9E-03)  8.10E-03 (0.2E-03) 6.88E-03 (1.40E-03) 
Agp 34.9E-03 (1.0E-03)  31.8E-03 (10.6E-03) 4.5E-03 (4.2E-03)  29.1E-03 (4.1E-03) 23.1E-03 (0.4E-03) 
SsII 6.7E-02 82.4E-02)  5.0E-02 (1.5E-02) 17.6E-02 (4.9E-02)  12.1E-02 (3.8E-02) 5.6E-02 (2.1E-02) 
Bam1 4.3E-05 (2.4E-05)  4.7E-05 (1.5E-05) 151.1E-05 (20.6E-05)  7.0E-05 (7.0E-05) 25.9E-05 (13.6E-05) 
Clone I-214 
       
Mst3.1 1.7-04 (0.2E-04)  4.0E-04 (0.9E-04) 2.8E-04 (0.2E-04)  2.8E-04 (1.2E-04) 1.5E-04 (0.7E-04) 
Suc2 0.6E-02 (0.2E-02)  2.0E-02 (0.6E-02) 1.4E-02 (0.2E-02)  0.7E-02 (0.4E-02) 1.2E-02 (0.4E-02) 
Susy 1.1 (0.1)  1.2 (0.1) 1.0 (0.1)  1.2 (0.4) 0.8 (0.1) 
Ugp 3.8E-03 (1.2E-03)  7.8E-03 (1.93E-03) 2.6E-03 (0.3E-03)  2.7E-03 (0.1E-03) 1.44E-03 (0.1E-03) 
Cals 0.9E-03 (0.3E-03)  2.7E-03 (0.1E-03) 1.7E-03 (0.3E-03)  1.9E-03 (1.3E-03) 2.4E-03 (1.1E-03) 
Ces 4.3E-03 (0.6E-03)  13.0E-03 (1.2E-03) 4.2E-03 (0.5E-03)  4.9E-03 (2.3E-03) 3.5E-03 (1.4E-03) 
Agp 0.4E-02 (0.1E-02)  2.5E-02 (0.6E-02) 1.7E-02 (0.1E-02)  1.2E-02 (0.7E-02) 1.5E-02 (1.1E-02) 
SsII 10.5E-02 (1.8E-02)  11.1E-02 (3.9E-02) 7.4E-02 (0.9E-02)  6.0E-02 (1.3E-02) 8.4E-02 (5.5E-02) 
Bam1 ND  ND ND  ND ND 
 
       
Figura 2 (a-h). Espressione relativa dei geni coinvolti nel metabolismo dei carboidrati nella zona cambiale di 
‘Dvina’ e ‘I-214’ analizzata tramite RT-qPCR nelle piante di controllo Pw e nelle piante sottoposte a stress 
idrico Pst al Tmax. I valori sono medie di almeno due repliche biologiche ± SE. I valori di espressione sono 
normalizzati rispetto al gene Ef1.  
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Figura 3 (a-d). Espressione relativa dei geni coinvolti nel metabolismo dei carboidrati nella zona cambiale 
di ‘Dvina’ e ‘I-214’ analizzata tramite RT-qPCR nelle piante di controllo Pw al T0, al Tmax e al Trec. I 
valori sono medie di almeno due repliche biologiche ± SE. I valori di espressione sono normalizzati 
rispetto al gene Ef1.  
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Tabella 5. Verifica dell’ipotesi dell’assenza di variazione tra le medie dei valori di espressione dei geni 
coinvolti nel metabolismo dei carboidrati misurati al momento di massimo stress (Tmax) in relazione al 
regime idrico (RI), al clone (C) e alla loro interazione (RI X C). (ns = non significativo, * = significativo per 
P≤0.05, ** = significativo per P≤0.01). 
 
 
Media dei quadrati 
Fonte di 
variazione Mst3.1 Suc2 Susy Ugp Cals Ces Agp Bam1 SsII 
Regime 
idrico (RI) 
* * ** * ** ** ns * ns 
Clone (C) ns ns ns ns * ns ns - ns 
RI X C ns ns ** ns * ns ns - ns 
 
 
 
 
 
Tabella 6. Verifica dell’ipotesi dell’assenza di variazione tra le medie dei valori di espressione dei geni 
coinvolti nel metabolismo dei carboidrati misurati al T0, al Tmax e al Trec nelle piante sottoposte alla 
condizione di controllo Pw in relazione al giorno di campionamento (GC), al clone (C) e alla loro interazione 
(GC X C). (ns = non significativo, * = significativo per P≤0.05, ** = significativo per P≤0.01). 
 
 
Media dei quadrati 
Fonte di 
variazione Mst3.1 Suc2 Susy Ugp Cals Ces Agp Bam1 SsII 
Giorno di 
campionamento 
(GC) 
ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Clone (C) ** * ns ns ns * * - ns 
GC X C ns * ns ns ns * ns - ns 
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Discussione 
Questo studio ha evidenziato che, in presenza di deficit idrico, i due cloni ‘Dvina’ e ‘I-214’ 
sono in grado di regolare in modo differente il livello degli zuccheri solubili, dell’amido e 
dei geni coinvolti nel metabolismo dei carboidrati nella zona cambiale.  
Dal punto di vista fisiologico la condizione di stress idrico applicata ha avuto un forte 
impatto sullo stato idrico delle piante di ‘Dvina’ e ‘I-214’. I valori di SWC, RWC dello 
stelo e il Ψpd della foglia hanno mostrato che lo stato idrico nel continuum suolo-pianta-
atmosfera non era diverso tra i cloni al Tmax e questi dati confermano che i cloni in quel 
momento sono stati sottoposti alla stessa intensità di stress. Il deficit idrico ha indotto una 
forte perdita d’acqua dallo stelo come dimostrato dai valori elevati di MDS e questa 
condizione ha portato a cambiamenti fisiologici e biochimici nella regione cambiale e nel 
floema in differenziamento. L’MDS rappresenta il parametro più sensibile per definire lo 
stato idrico dello stelo nelle piante legnose (Zweifel et al. 2000). 
Il deficit idrico non ha causato un aumento nel livello degli zuccheri solubili nella zona 
cambiale di ‘Dvina’ e ‘I-214’. Gli zuccheri solubili totali possono svolgere la funzione di 
sostanze osmoticamente attive, per proteggere le cellule vegetali dalla disidratazione  
(Chaves et al. 2003). Lo studio illustrato nel capitolo 1 ha messo in luce che in entrambi i 
cloni l’aggiustamento osmotico contribuisce alla difesa della zona cambiale dallo stress 
idrico tramite l’aumento degli osmoliti e in particolare della prolina. Al contrario i dati 
ottenuti in questo studio evidenziano che la regolazione del livello degli zuccheri solubili 
non ha contribuito all’aggiustamento osmotico nella zona cambiale dei due cloni. In 
particolare in presenza di deficit idrico il livello degli zuccheri solubili si è ridotto in modo 
consistente in ‘Dvina’, mentre in ‘I-214’ è risultato simile a quello rilevato nelle piante di 
controllo. Poiché i due cloni hanno mostrato differenze anche nella regolazione dei livelli 
di prolina (Capitolo 1), i dati relativi agli zuccheri solubili confermano la diversa capacità 
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dei due cloni di modificare il livello delle sostanze osmoticamente attive nella zona 
cambiale.  
Il deficit idrico ha causato una riduzione nel contenuto di amido nella zona cambiale in 
‘Dvina’, ma non in ‘I-214’. Uno dei principali effetti del deficit idrico è rappresentato dalla 
riduzione della quantità di carboidrati prodotti dall’apparato fogliare, in seguito sia alla 
riduzione del tasso fotosintetico (Flexas and Medrano 2002), che all’aumento 
dell’abscissione fogliare (Pallardy and Rhoads 1997). Durante questo tipo di stress le 
piante possono utilizzare le riserve immagazzinate sottoforma di amido per sostenere il 
metabolismo cellulare nei tessuti sink. Questo effetto, indotto dalla siccità, è stato 
osservato nelle radici di P. nigra (Regier et al. 2009) e i nostri dati evidenziano che esso 
può avvenire anche nella zona cambiale di pioppo. La differente risposta osservata nei due 
genotipi evidenzia tuttavia una diversa capacità di regolare la forza del sink, cioè di 
richiamare saccarosio in modo maggiore o minore in relazione alla sua attività metabolica. 
I dati suggeriscono che ‘Dvina’ utilizzi nella zona cambiale una parte dei carboidrati 
accumulati sottoforma di amido come fonte di energia aggiuntiva rispetto a quelli prodotti 
dalle foglie. Al contrario, è probabile che in ‘I-214’ essi derivino principalmente 
dall’apparato fogliare. Si può quindi ipotizzare che la forza del sink in ‘I-214’, a differenza 
di ‘Dvina’ rimanga elevata anche in presenza di deficit idrico, continuando a richiamare 
saccarosio dalle foglie. Questo potrebbe essere una causa della maggior abscissione 
fogliare rilevata il questo clone e della sua minore tolleranza alla carenza idrica 
(Giovannelli et al. 2007). 
Il trasporto del saccarosio a lunga distanza dai source ai sink deve essere finemente 
regolato e i trasportatori del saccarosio (SUC) e dei monosaccaridi (MST) svolgono un 
ruolo indispensabile in questo processo. La regolazione dei loro geni è strettamente legata 
al livello degli zuccheri solubili nelle cellule (Shiratake 2008). Rabbani et al. (2003) hanno 
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evidenziato l’aumento nell’espressione di tali geni causato dalla siccità, collegandolo alla 
necessità di incrementare la concentrazione di zuccheri solubili nelle cellule per favorire 
l’aggiustamento osmotico. Sia in ‘Dvina’ che in ‘I-214’ i due geni Suc2 e Mst3.1 non sono 
stati indotti dalla siccità. Poiché il livello degli zuccheri solubili nella zona cambiale non è 
stato aumentato dal deficit idrico, i dati sui livelli di espressione dei geni per trasportatori 
confermano l’ipotesi che i due cloni non utilizzino come strategia di difesa dal deficit 
idrico prolungato l’aumento della traslocazione del saccarosio dalle foglie alla zona 
cambiale per contribuire all’aggiustamento osmotico. Inoltre, i due geni sono stati modulati 
in modo diverso dalla siccità nei due cloni, poiché sono risultati sottoespressi in ‘Dvina’ e 
non regolati in ‘I-214’. Il pattern di espressione osservato nei due cloni è coerente in 
entrambi i casi con i dati sugli zuccheri solubili: la variazione nel livello di espressione dei 
due geni indotta dal deficit idrico è stata meno marcata in ‘I-214’ rispetto a ‘Dvina’, così 
come il livello degli zuccheri solubili. Questi dati supportano l’ipotesi che una minor 
quantità di saccarosio sia traslocata dalle foglie al cambio in ‘Dvina’, a differenza di ‘I-
214’. 
In ‘Dvina’ i geni Udgp, Susy, Ces e Cals sono stati regolati negativamente dal deficit 
idrico, mentre in ‘I-214’ questo effetto è stato rilevato solo per Udgp e Ces. La saccarosio 
sintasi e l’UDP-glucosio pirofosforilasi catalizzano la formazione di UDP-glucosio, che 
costituisce il precursore per la sintesi dei carboidrati strutturali, tra cui la cellulosa e il 
callosio (Amor et al. 1995; Subbaiah and Sachs 2001). Studi condotti utilizzando piante 
transgeniche di pioppo hanno dimostrato la stretta relazione tra il livello di espressione dei 
geni codificanti per questi enzimi, la quantità di saccarosio traslocato nel sink e il 
contenuto di cellulosa depositata nella parete secondaria dello xilema (Coleman et al. 
2007; Coleman et al. 2009). Inoltre nella zona cambiale di P. alba numerosi geni coinvolti 
nella sintesi della parete secondaria, tra cui il gene per la cellulosa sintasi e per la callosio 
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sintasi analizzati in questo studio (Ces, Cals), sono stati regolati negativamente dal deficit 
idrico (Berta et al. 2010). La riduzione nel livello di espressione dei quattro geni in ‘Dvina’ 
e di Udgp e Cals in ‘I-214’ sembrerebbe dunque legata alla riduzione della velocità di 
accrescimento dello xilema, causata della scarsa disponibilità di scheletri carboniosi. 
Inoltre è interessante notare in ‘I-214’ la non regolazione del gene Susy. La reazione 
catalizzata dall’enzima è l’idrolisi del saccarosio a UDP-glucosio e fruttosio. Siccome la 
riduzione nel livello degli zuccheri solubili in ‘I-214’ è risultata essere meno marcata 
rispetto a ‘Dvina’ questi dati suggeriscono un ruolo importante dell’enzima nella 
regolazione dei livelli di zuccheri solubili nel primo clone. 
‘Dvina’ e in ‘I-214’ hanno mostrato anche una diversa risposta alla siccità per quanto 
riguarda la regolazione dei geni coinvolti nel metabolismo dell’amido. Solo in ‘Dvina’ 
infatti è stato rilevato un forte aumento nei livelli del trascritto codificante per la β-amilasi 
1 (Bam1) e la riduzione nell’espressione del gene coinvolto nella sintesi dell’amido Agp. 
L’analisi di espressione genica condotta sui geni dei CAZyme ha mostrato che Bam1 è 
espresso in modo specifico nel cambio (Geisler-Lee et al. 2006). I nostri dati sono in 
accordo con Regier et al. (2009), che hanno rilevato nelle radici di P. nigra sottoposto a 
deficit idrico l’aumento nel livello di espressione del gene Bam3, omologo di Bam1, e la 
contemporanea riduzione nel contenuto di amido, evidenziando che la regolazione positiva 
del gene favorisce la mobilizzazione di questo carboidrato di riserva. La riduzione nel 
contenuto di amido della zona cambiale in ‘Dvina’ ma non in quella di ‘I-214’ osservata in 
questo studio, insieme ai dati ottenuti sulla regolazione di Bam1, forniscono un ulteriore 
sostegno all’ipotesi che il primo clone mobilizzi l’amido per sopperire alla carenza di 
carboidrati nel sink causata dalla siccità, mentre il secondo non utilizzi questo sistema di 
difesa. La capacità di ‘Dvina’ nell’utilizzare questa fonte alternativa di carboidrati potrebbe 
essere uno dei motivi della sua maggiore tolleranza al deficit idrico rispetto all’altro clone. 
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Nella condizione di controllo (Pw) ‘Dvina’ ha mostrato in generale valori mediamente più 
elevati di Mst3.1 nelle tre date di campionamento e di Suc2 e Ces al T0. Deslauriers et al. 
(2009) hanno proposto che la maggiore produttività nella produzione del legno tipica di 
‘Dvina’ rispetto a ‘I-214’ sia legata alla maggiore quantità di zuccheri solubili presenti 
nella regione cambiale del clone durante la fase di sviluppo dello xilema. I nostri dati 
suggeriscono che questo potrebbe essere favorito in ‘Dvina’ rispetto a ‘I-214’, in generale, 
dalla maggior espressione del gene per il trasportatore di monosaccaridi Mst3.1 e, 
particolarmente al T0, dalla maggior espressione nel primo clone del gene per il 
trasportatore del saccarosio Suc2 e per la cellulosa sintasi (Ces). Tali geni potrebbero 
favorire la traslocazione di una maggior quantità di saccarosio nella regione cambiale di 
‘Dvina’ e un maggior tasso di deposizione della parete secondaria, almeno per una parte 
del periodo di sviluppo dello xilema.  
Sempre nella condizione di controllo (Pw) è stato osservato un effetto del giorno di 
campionamento sui livelli medi di espressione dei geni Mst3.1, Suc2 e Ces e inoltre tale 
effetto è risultato diverso nei due cloni. In ‘Dvina’ i valori rilevati per Mst3.1, Suc2, Ces 
sono stati tendenzialmente decrescenti nelle tre date del campionamento, mentre in ‘I-214’ 
i tre geni e Adg hanno mostrato i valori più elevati al Tmax. Studi condotti sul legno 
esterno di Populus x canadensis e Robinia pseudoacacia L. hanno evidenziato una 
variazione nell’attività di enzimi coinvolti nel metabolismo dei carboidrati in relazione alle 
fasi di sviluppo dello xilema, con un picco durante il differenziamento cellulare (Hauch 
and Magel 1998; Schrader and Sauter 2002). E’ possibile dunque ipotizzare che i livelli più 
elevati di espressione di Mst3.1, Suc2 e Ces corrispondano ad una maggior attività 
metabolica della regione cambiale. Sorprendentemente, in ‘I-214’ è stato osservato anche 
un aumento dal T0 al Trec nel livello di espressione di Adg, un gene coinvolto nella sintesi 
di amido. Questo dato, parallelamente all’aumento nel contenuto di amido rilevato nella 
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zona cambiale di ‘I-214’, suggerisce che parte del saccarosio importato in questo tessuto  
sia stato utilizzato dal clone per la produzione di amido. 
 
Conclusioni 
L’effetto del deficit idrico sul metabolismo dei carboidrati nei due cloni di pioppo ‘Dvina’ 
e ‘I-214’, caratterizzati da una diversa sensibilità al deficit idrico, è stato analizzato 
monitorando i cambiamenti nella concentrazione degli zuccheri solubili, dell’amido e nel 
livello dei trascritti di geni coinvolti nel trasporto e nel metabolismo dei carboidrati 
strutturali e di riserva. I risultati ottenuti hanno mostrato che i due cloni presentano una 
diversa regolazione del rapporto tra source-sink dopo un periodo di deficit idrico. La 
riduzione nell’espressione dei geni Mst3.1 e Suc2, codificanti per trasportatori, e il forte 
aumento nell’espressione di Bam1 parallelamente alla riduzione nel contenuto di amido, 
suggeriscono che, in condizioni di carenza idrica, ‘Dvina’ sia in grado di ridurre il 
trasporto del saccarosio dalle foglie alla zona cambiale e di utilizzare in parte l’amido 
accumulato in questo tessuto come fonte di energia alternativa per il sostegno del 
metabolismo. Al contrario, l’assenza di variazioni nei profili trascrizionali di tali geni in ‘I-
214’ suggerisce che nella zona cambiale il clone continui a consumare prevalentemente i 
fotoassimilati prodotti dalle foglie, rendendo più difficile per la pianta gestire la richiesta di 
nutrimento dei diversi tessuti. 
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Capitolo 3 
 
Analisi di trascritti di geni di difesa dallo stress in 
radici e foglie di un clone di pioppo tollerante ai 
metalli pesanti (AL35) micorrizato con Glomus 
mosseae e cresciuto su un suolo inquinato
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Introduzione 
Molti fattori di natura antropica, come le estrazioni minerarie, gli impianti di combustione, 
gli scarichi industriali e l’uso dei fertilizzanti chimici in agricoltura, possono causare 
l’accumulo dei metalli pesanti nei suoli e nei sedimenti acquatici (Briat and Lebrun 1999). 
I metalli pesanti non possono essere degradati da processi biologici o chimici, per cui il 
loro accumulo nei suoli rappresenta attualmente uno dei principali problemi per la salute 
umana ed ambientale. La fitoestrazione, una delle strategie più promettenti per la 
decontaminazione dei suoli dai metalli pesanti, prevede l’impiego di piante per rimuovere i 
contaminanti dal suolo e concentrarli nella parte aerea, affinché possano essere raccolti, 
inceneriti ed in alcuni casi recuperati (Wong 2003). Questa tecnica può essere realizzata in 
situ, minimizzando i costi e preservando la struttura fisica e biologica del suolo (LeDuc 
and Terry 2005; Pilon-Smits 2005). Il pioppo (Populus spp.) possiede numerose 
caratteristiche che lo rendono un buon candidato per la fitoestrazione, come rapidità di 
crescita, produzione di molta biomassa, un sistema radicale esteso e la capacità di 
accumulare i metalli pesanti nei tessuti (Punshon and Dickinson 1997; Di Baccio et al. 
2003). Inoltre l’elevata variabilità genetica che caratterizza questo genere permette di 
identificare genotipi con tratti utili per la fitoestrazione (Smulders et al. 2008).  
E’ noto che i funghi micorrizici arbuscolari (FMA) possono conferire alle piante con cui 
stabiliscono la simbiosi una maggior tolleranza nei confronti dei metalli pesanti ed una 
diversa modalità di accumulo dei metalli nei tessuti. In alcuni casi è stata osservata una 
maggiore crescita sia delle radici che della parte aerea delle piante micorrizate cresciute su 
suoli contaminati rispetto a quelle non micorrizate (Leyval et al. 2002). Inoltre i FMA 
possono modificare la quantità di metallo accumulata nella pianta, sia aumentandola 
(Tonin et al. 2001; Jamal et al. 2002) che riducendola (Zhu et al. 2001; Lin et al. 2007), 
oppure possono favorire un maggior accumulo dei metalli in un particolare organo della 
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pianta piuttosto che in un altro (Lingua et al. 2008). Un’importante applicazione di queste 
conoscenze è rappresentata dalla possibilità di integrare ed incrementare l’efficienza di 
estrazione dei metalli pesanti dal terreno nel processo di fitoestrazione (Lingua et al. 2008). 
Specie diverse di FMA determinano un effetto diverso sulla traslocazione e sull’accumulo 
dei metalli nel clone con cui stabiliscono la simbiosi (Lingua et al. 2008). Per tale motivo 
da un lato è necessario identificare le associazioni pianta-fungo più convenienti per la 
fitoestrazione, anche in relazione al tipo di metallo che si intende rimuovere, e dall’altro 
risulta importante acquisire maggiori conoscenze sui meccanismi che favoriscono la 
tolleranza ai metalli nelle piante micorrizzate rispetto a quelle non micorrizzate, poiché 
questo potrebbe costituire un valido supporto nella selezione delle associazioni più adatte.  
Concentrazioni tossiche di metalli pesanti nel suolo risultano dannose per la salute delle 
piante. A livello cellulare uno dei principali effetti è rappresentato dall’aumento delle 
specie reattive dell’ossigeno (ROS), con un conseguente danno su diversi componenti 
cellulari, tra cui le proteine, i lipidi di membrana e il DNA (Schützendübel and Polle 
2002). Le piante hanno a disposizione una serie di strategie per prevenire gli effetti dannosi 
dei metalli pesanti (Hall 2002). Per contenere l’aumento delle specie reattive dell’O2 la 
pianta può incrementare la produzione di molecole antiossidanti (Foyer and Noctor 2005; 
Mittler 2006; Meyer 2008; Miller et al. 2008). I principali enzimi antiossidanti sono le 
superossido dismutasi (SOD), le catalasi, (CAT), e gli enzimi del ciclo dell’ascorbato-
glutatione, come l’ascorbato perossidasi (APX), la glutatione reduttasi (GR) e la 
deidroarcorbato reduttasi (DHAR) (Foyer and Halliwell 1976; Noctor and Foyer 1998; 
Asada 1999). Un altro meccanismo di difesa molto importante è rappresentato dalla 
capacità della pianta di mantenere la concentrazione dei metalli nel citosol al di sotto dei 
livelli tossici, grazie al legame dei metalli con agenti chelanti, come metallotioneine (MT) 
e fitochelatine (PC) (Rea et al. 1998) e alla regolazione dei trasportatori dei metalli (MTP) 
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a livello dei vacuoli, capaci di regolare l’ingresso dei complessi metallo-PC in questi 
compartimenti (Salt and Wagner 1993; Rea et al. 1998). L’effetto della simbiosi 
micorrizica sulla regolazione dei geni coinvolti nella sintesi degli enzimi antiossidanti e 
nell’omeostasi dei metalli è stato finora poco studiato e merita di essere approfondito. 
In un precedente studio cloni di pioppo ottenuti da popolazioni naturali situate nelle 
vicinanze del fiume Ticino sono stati sottoposti ad una selezione in campo per identificare i 
genotipi più adatti per la fitoestrazione, sulla base della loro tolleranza ai metalli pesanti e 
della loro capacità di accumularli nella parte aerea (Castiglione et al. 2009). Il clone di 
Populus alba ‘AL35’ ha mostrato le migliori caratteristiche, accumulando un quantitativo 
di Cu e Zn nelle radici e nelle foglie superiore rispetto agli altri cloni analizzati. Poiché la 
simbiosi con FMA può incrementare la tolleranza e la capacità di accumulo dei metalli 
pesanti nelle piante di pioppo (Lingua et al. 2008), ipotizziamo che l’associazione con il 
FMA Glomus mosseae possa rendere ‘AL35’ più efficiente nella fitoestrazione e che le 
piante micorrizate e cresciute su suolo contaminato abbiano un diverso pattern di 
espressione dei geni coinvolti nella tolleranza ai metalli pesanti rispetto alle piante non 
micorrizate. Per verificare questa ipotesi le piante di ‘AL35’ micorrizate e non micorrizate 
con G. mosseae sono state coltivate su un suolo contenente elevate quantità di Cu e Zn e su 
un suolo di controllo non contaminato. Le analisi effettuate sulle piante di ‘AL35’ hanno 
permesso di: i) verificare l’effetto della simbiosi sulla crescita degli organi di ‘AL35’; ii) 
verificare l’effetto della simbiosi sulla concentrazione dei metalli accumulati negli organi 
di ‘AL35’; iii) verificare l’effetto della simbiosi sull’espressione dei geni codificanti per 
enzimi antiossidanti (SOD, CAT, APX, GR, DHAR, ECS ) e per proteine coinvolte 
nell’omeostasi dei metalli (MT, PCS, MTP). 
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Materiali e metodi 
Materiale vegetale 
Il clone di Populus alba L. ‘AL35’ usato nel presente studio è stato selezionato tramite un 
esperimento condotto in campo (Castiglione et al. 2009) in un sito contaminato da metalli 
pesanti, situato nelle vicinanze della fabbrica KME-Italy S.p.A. (Serravalle Scrivia, AL, 
Italia). Talee della lunghezza di 20 cm sono state raccolte nel febbraio 2006 dalle piante 
cresciute in campo e conservate a 4°C fino al loro utilizzo.   
Inoculo del fungo 
Nel marzo 2006 le talee di pioppo sono state collocate per tutta la notte in acqua. 
Successivamente sono state poste in vasi di plastica (750 ml) contenenti sabbia di quarzo 
(3-4 mm di diametro) sterilizzata a caldo (180 °C, 3 h). I vasi sono stati inoculati con G. 
mosseae (Gerd. And Nicol.) come descritto precedentemente (Lingua et al. 2008) oppure 
non sono stati inoculati (controlli). L’inoculo è stato fornito ad una concentrazione del 50% 
(v/v), usando tubi Falcon senza il fondo intorno ad ogni talea. I nutrienti sono stati 
somministrati alle talee a giorni alternati con 80 ml di soluzione Long Ashton, modificata 
in accordo con Trotta et al. (1996). Dopo un mese le talee sono state trasferite in vasi 
sterilizzati di plastica da 7.5 L contenenti sia suolo autoclavato sterilizzato che suolo non 
sterilizzato (vedi sotto). 
Disegno sperimentale e condizioni di crescita 
Il suolo, prelevato dal sito inquinato sopraccitato, è una terra sabbiosa (in accordo con le 
specifiche USDA) e possiede le seguenti caratteristiche: sostanza organica 2.24% dw; 
N<0.01 dw; K 0.0237% dw; P 0.0026% dw; pH 6.2 con una concentrazione media di Zn di 
950 mg Kg-1 dw e di Cu di 1300 mgKg-1. Il suolo non inquinato, campionato da un sito 
vicino, ha caratteristiche simili ed una concentrazione media di Zn e Cu di 60 e 14 mgKg-1 
dw rispettivamente.  
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Le piante pre-inoculate con G. mosseae sono state coltivate per due stagioni vegetative (da 
marzo 2006 a luglio 2007) in vasi contenenti il suolo contaminato o non contaminato. Sono 
state preparate dieci piante per trattamento, poste in serra ed irrigate automaticamente due 
volte a settimana per 3 min; in luglio e agosto le piante sono state irrigate per 8 min a 
giorni alternati. Un fertilizzante organico commerciale a lento rilascio (Grenago Medio 
Plus, Grena, San Bonifacio, Verona, Italia) è stato fornito una volta (16.5 g per pianta). Lo 
stesso numero di piante non inoculate è stato cresciuto nelle medesime condizioni. 
Procedura di campionamento  
I campioni sono stati prelevati nel luglio 2006 (primo campionamento, piante di 4 mesi) e 
nel luglio 2007 (secondo campionamento, fine dell’esperimento, piante di 16 mesi). Nel 
primo anno i campioni di foglie rappresentativi dell’intero fogliame della pianta 
(escludendo le foglie più giovani non espanse), sono stati prelevati da tutte le piante per 
ciascun trattamento. Nel secondo anno, l’intera pianta è stata raccolta; campioni di radici, 
fusto e foglie sono stati raccolti e conservati separatamente per la misura del peso secco e 
fresco e per la determinazione della concentrazione di Cu, Zn e P. Le foglie prelevate da 3-
4 piante per trattamento (per un totale di 10) sono state mescolate per avere tre repliche 
biologiche per ciascuna data di campionamento, congelate in azoto liquido e conservate a -
80°C per l’estrazione dell’RNA o essiccate a 75°C per la determinazione dei metalli 
pesanti. 
Analisi chimiche 
Circa 0.5 g (peso secco) di foglie, fusti e radici sono stati utilizzati per la quantificazione di 
Cu e Zn, effettuando l’analisi su tre repliche biologiche separatamente. La concentrazione 
dei metalli nei campioni è stata determinata come descritto da Lingua et al. (2008). 
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Analisi della crescita e della colonizzazione micorrizica 
Alla fine dell’esperimento (giugno 2007), la crescita è stata valutata sulla base del peso 
fresco e secco di foglie, fusto (escludendo il peso della talea originaria) e radici. Il grado di 
colonizzazione micorrizica di tutte le piante, pre-inoculate o no, è stato valutato al 
microscopio usando il metodo di Trouvelot et al. (1986). I risultati sono espressi come 
intensità di colonizzazione, cioè percentuale di radici colonizzate (%M). E’ stata anche 
verificata la presenza di arbuscoli e vescicole. 
Estrazione dell’RNA e sintesi del cDNA a singolo filamento 
L’RNA totale è stato estratto da 2 g di foglie e radici delle piante di ‘AL35’ raccolte nel 
luglio 2007 (seconda data di campionamento), seguendo il protocollo di Kolosova et al. 
(2004). Successivamente è stato trattato con RNasi (Rnase-Free Dnase Set, Qiagen) e 
purificato con colonnine di silice (RNase Clean-up kit, Qiagen). La concentrazione 
dell’RNA è stata determinata tramite lettura allo spettrofotometro (Gene Quant Pro, 
Amersham Biosciences) e la qualità dell’acido nucleico è stata verificata tramite corsa 
elettroforetica su gel di agarosio colorato con etidio bromuro. La sintesi del cDNA a 
singolo filamento è stata ottenuta a partire da 5 µg di RNA totale usando la trascrittasi 
inversa (Superscript II reverse transcriptase, Invitrogen) e innescando la reazione con 
oligo(dT). La qualità del cDNA a singolo filamento e l’assenza di DNA genomico è stata 
verificata tramite PCR usando i primer per l’ubiquitina (Ubi) e la tubulina (Tub) (Tabella 
1). I campioni di cDNA sono stati utilizzati per l’analisi cDNA macroarray e per la RT-
qPCR. 
Produzione delle membrane di nylon per l’analisi macroarray 
Per l’analisi dei trascritti dei geni di pioppo coinvolti nella tolleranza ai metalli pesanti 
abbiamo utilizzato le informazioni di sequenza contenute nel database di Populus 
trichocarpa v1.1 (http://genome.jgi-psf.org/Poptr1_1/Poptr1_1.home.html; Tuskan et al. 
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2006). I primer sono stati disegnati usando il software Primer3 
(http:/frodo.wi.mitedu/primer3; Rozen and Skaletzki 2000) per l’amplificazione di 
frammenti genici di dimensione compresa tra 120 e 289 bp. Per evitare l’ibridazione 
incrociata delle sonde immobilizzate sulla membrana con trascritti non specifici abbiamo 
usato frammenti aventi un’identità di sequenza inferiore all’80% con le altre sequenze 
presenti nel database di Populus trichocarpa. Le sequenze dei primer utilizzate sono 
riportate nella Tabella 1a e nella Tabella 1b. 
I campioni di cDNA sono stati addizionati con 0.5 µl di RNasi H (10 U µl -1) e incubati a 
37°C per 20 minuti. La miscela è stata addizionata con 10 U µl -1 di EDTA 50 mM e 1 µl di 
Rnasi T1 (1000 U µl -1) e incubata a 37°C per 40 minuti. Il cDNA è stato purificato con 
colonnine Microcon YM-30 (Millipore) e utilizzato sia per l’amplificazione dei frammenti 
genici che per la produzione delle sonde marcate. Le reazioni di PCR sono state realizzate 
e l’identità degli ampliconi è stata verificata tramite elettroforesi su gel di agarosio. I 
frammenti genici sono stati purificati usando colonnine Quiaquick (Quiagen) e diluiti ad 
una concentrazione di 100 ng/µl. Aliquote della miscela (1 µl) sono state denaturate a 95°C 
per 10 minuti e trasferite manualmente su membrane di nylon cariche positivamente 
(Roche), in modo da avere quattro repliche dell’analisi di ciascun gene per membrana e 
quattro controlli negativi costituiti da acqua distillata.  
Le sonde di cDNA sono state marcate usando il sistema di marcatura non radioattiva con 
digossigenina (DIG DNA Labelling Kit, ROCHE) e i filtri preparati sono stati ibridati 
seguendo le istruzioni del produttore (Dig System User’s Guide). I filtri sono stati lavati 
due volte per 15 minuti in SSC 2X contenente lo 0.1% di SDS a temperatura ambiente, due 
volte per 15 minuti in SSC 0.5X conteente lo 0.1% di SDS (68°C).  La rilevazione è stata 
effettuata usando CDP-Star in accordo con il protocollo del DIG Luminescent Detection 
Kit (Roche). Il segnale chemioluminescente è stato visualizzato usando ChemiDoc XRS 
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(Bio-Rad) e quantificato con il software Quantity One (Bio-Rad). Per ogni gene, è stata 
rilevata l’intensità del segnale di quattro spot e il valore medio è stato normalizzato rispetto 
all’intensità del segnale dei trascritti dell’ubiquitina presenti sulla stessa membrana. Per 
ciascuna tesi l’analisi è stata condotta su due repliche biologiche.  
Real-time PCR quantitativa (RT-qPCR)  
Le sequenze dei primer usati per la RT-qPCR sono riportate nella Tabella 2. I campioni di 
cDNA sono stati diluiti ad un volume finale di 100 µl e 1 µl è stato utilizzato come 
templato per la RT-qPCR in una reazione di 15 µl di volume totale. Le reazioni sono state 
effettuate usando la iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) sullo strumento iCycler iQ Real 
Time PCR System (Bio-Rad). Un campione di cDNA, diluito 1/5, 1/25, 1/125, 1/625 e 
1/3125, è stato impiegato come standard per calcolare l’efficienza di amplificazione per 
ciascuna coppia di primer. Le reazioni di PCR sono state effettuate con il seguente 
protocollo di amplificazione: 2 min a 95 °C, 40 cicli di 30 s a 95 °C, 20 s a 60 °C e 20 s a 
72 °C. L’analisi delle curve di melting ha confermato la specificità dell’amplificazione. I 
valori grezzi dei cicli soglia (Ct) sono stati normalizzati relativamente al gene di 
riferimento interno ubiquitina (Ubi) e la tubulina (Tub) utilizzando il software Q-gene 
(Muller et al. 2002). 
Analisi statistica 
L’analisi statistica è stata realizzata utilizzando il software STATA9 (STATA Corp.). Per 
valutare l’effetto del tipo di terreno, della micorrizazione e della loro interazione sui livelli 
di espressione genica, i dati ottenuti sono stati sottoposti all’analisi della varianza a due vie 
(ANOVA). I test statistici sono stati considerati significativi per P≤0.05. I risultati sono 
espressi come medie ± errore standard (s.e.). 
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Tabella 1a. Geni antiossidanti analizzati nello studio, funzione e localizzazione putativa dei prodotti proteici, codice del gene sul database di P. tricocharpa v1.1, sequenze dei 
primer utilizzati per il cDNA macroarray, temperatura di annealing (Ta) e dimensione del frammento trasferito sulla membrana. Abbreviazioni: m, mitocondriale; cyt, citosolico; 
chl, plastidiale; per, legato alla membrana del perossisoma. 
 
 
 
 
 
 
Gene  Funzione e localizzazione Codice del gene su JGI Primer forward Primer reverse Ta (°C) 
 Dimens. 
framm.(bp) 
 
 
     
CuZnSodchl Cu/Zn Superossido dismutasi (chl) fgenesh4_pm.C_scaffold_163000009 ATTCCTCATTCCATGGCGTCTC  GCCCAGTAATACGAACACTCAC  185 62 
CuZnSodcytb Cu/Zn Superossido dismutasi (cyt) estExt_Genewise1_v1.C_LG_XIII1983  CCTGAGAAGCATAAGGAACAGTG  TCCATGGTCCTTCTTTAATGG  262 54 
CuZnSodcytc Cu/Zn Superossido dismutasi (cyt) estExt_Genewise1_v1.C_LG_XIII1233 TCTCGCCAGACTCTGATTTG  CCTTCTTGGGTAAAGATGATGGT  231 55 
CuZnSodcytd Cu/Zn Superossido dismutasi (cyt) eugene3.00700152 GCTGTTTTGAGCTGCGAAT  CCTTCTTGGGTAAAGATGATGGT  241 55 
FeSod1 Fe Superossido dismutasi (chl) gw1.V.3253.1 TGCAGTTACGCCAATTGTATGG  GTTCGCCTAGATTCACGAATGC  188 60 
FeSod2 Fe Superossido dismutasi (chl) gw1.XV.2559.1 TAGTGGTCAAGAGTCCCAATGC  AGCCCTTGCAACTTCAAGTCTC  188 62 
MnSod1 Mn Superossido dismutasi (m) estExt_Genewise1_v1.C_LG_XIII3158 GTGCTGGTTTTGGACACACAGATG  TGAACAAGGATCAGCACAACAC  209 62 
MnSod2 Mn Superossido dismutasi (m) grail3.0095006301 ACACAGTTGTGGCTTCGTAG  CACCAGTAAACAACTCAGCAAC 125 60 
Cat1 Catalasi eugene3.00020082 TGAAGACGACACCAAAGCTC  AACTGCAAACCACACAGCAG  244 60 
Cat2 Catalasi estExt_fgenesh4_pm.C_LG_V0171 ATGAGGCCAAGCATTTGAAG  GGCCTGACTGAAGAGCATAGG  299 60 
Cat3 Catalasi estExt_fgenesh4_pm.C_LG_V0695 GACCAAGCGTCTGAAGATGAC  GATGAAGGGCATCCAGGAC  189 60 
Apxchl Ascorbato perossidasi (chl) gw1.V.5347.1 CACCAAAATCGCAACCAATGG  AACGGTGCTCATTGACGATC  195 57 
Apxcyt Ascorbato perossidasi (cyt) estExt_fgenesh4_pg.C_LG_IX1399 AAAGCCGTTGAAAAGGCCAAG  GATGGGAAACTGCTCCTTGATG  231 57 
Apxper Ascorbato perossidasi (per) estExt_fgenesh4_pm.C_LG_IV0530 ACCGGTTGTTGACACAGAGTAC  AACCATGAGAGCACTCCTCTTC  172 57 
Dhar Deidroascorbato reduttasi (cyt) estExt_fgenesh4_pm.C_LG_X0841 CTGGTTATGTACTGTGCTTTAGCC  GCCAGTGCTCTCATAACAAAAC  219 56 
Ecs γ-Glutamilcisteina sintasi  EstExt_fgenesh4_pm.C_LG_III0405 ACTTTCACCGCAAAACCAAC  AGCGTCATGCCTTGAAGAG  211 60 
Grchl Glutatione reduttasi (chl) eugene3.00150408 GATGCACCTGAAATCGTGCAG  CCAGCTATTTTCCGGAGTGA  289 62 
Grcyt Glutatione reduttasi (cyt) grail3.0008003701 GATGCACCTGAAATCGTGCAG  GGTTTGCCACCAGCAGTAAC  155 60 
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Tabella 1b. Geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli analizzati nello studio e geni di riferimento utilizzati per la normalizzazione, funzione dei prodotti proteici, codice del 
gene sul database di P. tricocharpa v1.1, sequenze dei primer utilizzati per il cDNA macroarray, temperatura di annealing (Ta) e dimensione del frammento trasferito sulla 
membrana.  
Omeostasi dei 
metalli       
MT1a Metallotioneina 1a eugene3.01200081 CAGTTGGTCAGCTCATGTTTG  CCACATAGTTCAAGTTTCCAAGC  162 60 
MT1b Metallotioneina 1b estExt_Genewise1_v1.c_1420036 TGTCTGGCTGTAGCTGTGGCTCTG  GTAGAACATCTGAACTGGTGCAAA  137 60 
MT2a Metallotioneina 2a eugene3.00060718 CGTGTTAGCTGCTTGTCGTC  AGCCAGTCAGTTTCATACATGC  174 60 
MT2b Metallotioneina 2b eugene3.00091335 GTCTGGTCACTCCATGTTTGTC  TGGAATGGAACCAACAAAGC  158 60 
MT3a Metallotioneina 3a eugene3.00110909 AGCACGTAAACCGTCATGTG  CTGATTTAGTTGTGAAGAGGCAGAG  224 60 
MT3b Metallotioneina 3b eugene3.01070053 GAAAGATGGCCAACCCCTAC  TGTTATATCTTCAAGCCCTGCTC  173 60 
Mtp2 Trasportatore dei metalli fgenesh4_pm.C_LG_II000836 GATCACAATCATGGGACTGG  CATGACGGTGCTCATCTTTC  124 60 
Pcs Fitochelatina sintasi gw1.XIV.198.1 CAAATGTCTGCTGCCAAGG GGCCGCTGTCTGAGATAAAG  197 60 
Geni di riferimento        
Tub Tubulina ß grail3.6820000102 CTTCAAGGATTTCAAGTTTGCC  AGTTGCGTTGTATGGCTCAAC  171 60 
Ubi Ubiquitina estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI0348 AGTCCACCCTTCACCTTGTC  CAATGGAACGGCCCTTAACAG  212 60 
       
 
Tabella 2. Primer utilizzati per la RT-qPCR.  
Gene Funzione Codice del gene su JGI Primer forward Primer reverse Ta (°C) Dimens. framm. (bp) 
Gene  Funzione Codice del gene su JGI Primer forward Primer reverse Ta (°C) 
  
  
 
    Apxper Ascorbato perossidasi estExt_fgenesh4_pm.C_LG_IV0530 ACCGGTTGTTGACACAGAGTAC  AACCATGAGAGCACTCCTCTTC  57 
CuZnSodcytb Cu/Zn Superossido dismutasi estExt_Genewise1_v1.C_LG_XIII1983  CCTGAGAAGCATAAGGAACAGTG  TCCATGGTCCTTCTTTAATGG  54 
Dhar Deidroascorbato reduttasi estExt_fgenesh4_pm.C_LG_X0841 GGGCTCAAAGATATTCCCATC  GCAATGAATGGACCGTGTG  60 
MT1a Metallotioneina 1a eugene3.01200081 CAGTTGGTCAGCTCATGTTTG  CCACATAGTTCAAGTTTCCAAGC  60 
Pcs Fitochelatina sintasi gw1.XIV.198.1 CAAATGTCTGCTGCCAAGG  GGCCGCTGTCTGAGATAAAG  60 
Tub Tubulina ß grail3.6820000102 CTTCAAGGATTTCAAGTTTGCC  AGTTGCGTTGTATGGCTCAAC  60 
Ubi Ubiquitina estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI0348 AGTCCACCCTTCACCTTGTC  CAATGGAACGGCCCTTAACAG  60 
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Risultati 
Questo studio è parte di un progetto più ampio avente come fine la valutazione degli effetti 
di G. mosseae sulla tolleranza e la capacità di accumulo dei metalli pesanti nel clone di 
pioppo bianco ‘AL35’, considerato un buon candidato per la fitoestrazione. Per tale 
ragione, oltre all’analisi molecolare svolta nel presente corso di dottorato, altri gruppi di 
ricerca hanno eseguito analisi di tipo microbiologico, chimico e fisiologico sulle piante di 
‘AL35’ cresciute nelle condizioni sopradescritte. Di seguito sono riportati, per 
completezza, i dati ottenuti dalle altre unità di ricerca sulla percentuale di radici 
colonizzate da G. mosseae (%M), sul peso fresco e secco degli organi (radici, fusti e 
foglie) e sulla concentrazione dei metalli nelle piante di ‘AL35’, che sono stati pubblicati 
recentemente (Cicatelli et al. 2010).   
Nelle piante non inoculate la percentuale di radici colonizzate da G. mosseae M% è 
risultata <1%, indipendentemente dal tipo di suolo, mentre le piante inoculate con G. 
mosseae hanno mostrato valori di M% compresi tra 5 e 23% senza differenze significative 
tra suolo contaminato e non contaminato 
(Cicatelli et al. 2010). Alla fine 
dell’esperimento, nelle piante cresciute sul 
terreno di controllo la micorrizazione non 
ha avuto effetto sul peso fresco e secco dei 
fusti e delle radici, mentre ha ridotto quello 
delle foglie (Fig. 1). Nelle piante non 
micorrizate i metalli pesanti hanno 
determinato una riduzione della biomassa 
di radici, fusto e foglie 
approssimativamente dell’85%, rispetto 
Figura 1. Biomassa del clone ‘AL35’ di P. alba 
dopo due stagioni di crescita sul suolo non 
contaminato e contaminato. Le piante non sono 
state inoculate (C) o sono state inoculate con G. 
mosseae (Gm). Le diverse lettere indicano 
differenze significative dei valori (P≤0.05) tra i 
trattamenti con riferimento allo stesso organo della 
pianta. Le barre indicano gli s.e. (Cicatelli et al. 
2010). 
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alle piante cresciute in assenza di contaminanti (Fig. 1). Infine, le piante micorrizate hanno 
mostrato valori di tutti e tre gli organi da 4 a 6 volte superiori rispetto a quelle non 
micorrizate (Fig. 1).  
Le piante micorrizate con G. mosseae cresciute sul suolo contaminato hanno mostrato 
valori di Cu molto più elevati nelle radici (circa 6 volte superiori) rispetto ai livelli 
osservati nelle piante non micorrizate cresciute nello stesso tipo di suolo (Fig. 2); il fungo 
ha avuto anche un effetto sull’accumulo del metallo nelle foglie, sebbene più contenuto e 
tardivo (seconda data di campionamento) (Fig. 2). La quantità totale di Cu (prodotto della 
concentrazione media di Cu e del peso secco medio) accumulata dalle piante micorrizate è 
risultata, nel complesso, circa 30 volte più elevata rispetto alle piante non micorrizate 
(Cicatelli et al. 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Concentrazioni di Cu in foglie, fusti e 
radici del clone di P. alba ‘AL35’cresciuto su un 
suolo non contaminato o contaminato in assenza o 
in presenza di G. mosseae. Le foglie sono state 
analizzate dopo una (barre bianche) o due (barre 
nere) stagioni di crescita; fusti e radici sono stati 
raccolti solo al tremane della seconda stagione di 
crescita (fine dell’esperimento). Le diverse lettere 
indicano differenze significative dei valori 
(P≤0.05) tra i trattamenti con riferimento allo 
stesso organo della pianta. Le barre indicano gli 
s.e. (Cicatelli et al. 2010). 
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Lo Zn è stato accumulato principalmente nelle foglie e ha raggiunto i valori più elevati 
nelle piante cresciute sul suolo contaminato e campionate alla fine dell’esperimento, 
indipendentemente dalla presenza del fungo (Fig. 3). Sul suolo contaminato, la 
concentrazione di Zn è risultata più elevata nelle radici delle piante micorrizate rispetto a 
quelle non micorrizate (Fig. 3). Nello stesso tipo di suolo la quantità totale di Zn per 
organo della pianta e per intera pianta è risultata sempre superiore nelle piante micorrizate 
rispetto a quelle non micorrizate (Cicatelli et al. 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Concentrazioni di Zn in foglie, fusti e 
radici del clone di P. alba ‘AL35’cresciuto su un 
suolo non contaminato o contaminato in assenza o 
in presenza di G. mosseae. Le foglie sono state 
analizzate dopo una (barre bianche) o due (barre 
nere) stagioni di crescita; fusti e radici sono stati 
raccolti solo al tremane della seconda stagione di 
crescita (fine dell’esperimento). Le diverse lettere 
indicano differenze significative dei valori 
(P≤0.05) tra i trattamenti con riferimento allo 
stesso organo della pianta. Le barre indicano gli 
s.e. (Cicatelli et al. 2010). 
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Profilo di espressione dei geni coinvolti nella risposta allo stress 
I dati di espressione dei geni antiossidanti e dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli 
ottenuti tramite cDNA macroarray e normalizzati rispetto ai geni di riferimento interni Ubi 
e Tub sono riportati nelle Tabelle 3a-b e nelle Tabelle 5a-b. Nelle Tabelle 4 e 6 i livelli dei 
trascritti dei geni coinvolti nella difesa antiossidante e nell’omeostasi dei metalli sono espressi 
relativamente a quelli delle piante di controllo (suolo non contaminato ed assenza del fungo), a cui 
è stato attribuito arbitrariamente il valore di 1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Radici 
 C           Gm         HM          Gm+HM 
SOD     
CuZnSodchl 2.5 (1.5) 4.6 (0.6) 10.5 (0.8) 4.1 (0.2) 
CuZnSodcytb 7.2 (1.0) 1.8 (0.8) 5.7 (0.4) 1.6 (0.4) 
CuZnSodcytc 3.1 (0.1) 1.3 (0.3) 1.6 (0.1) 1.5 (0.3) 
CuZnSodcytd 7.3 (0.3) 1.4 (0.4) 2.2 (0.1) 1.1 (0.1) 
MnSod1 4.0E-03 (0.1E-03) 1.4E-03 (0.3E-03) 2.8E-03 (0.1E-03) 2.1E-03 (0.2E-03) 
MnSod2 15.7E-03 (2.9E-03) 3.3E-03 (1.4E-03) 14.3E-03 (3.4E-03) 4.4E-03 (0.6E-03) 
FeSod1 12.0E-04 (5.80E-04) 4.4E-04 (0.3E-04) 10.3E-04 (4.1E-04) 4.2E-04 (0.1E-04) 
FeSod2 47.3E-04 (16.0E-04) 70.6E-04 (7.4E-04) 103.4E-04 (0.1E-04) 37.9E-04 (6.6E-04) 
CAT   
 
 
Cat1 2.7E-02 (1.7E-02) 0.6E-02 (0.3E-02) 3.3E-02 (2.2E-02) 1.5E-02 (0.3E-02) 
Cat2 ND ND ND ND 
Cat3 ND ND ND ND 
ASC-GSH   
 
 
Apxchl 8.5E-02 (3.6E-02) 7.9E-02 (0.5E-02) 16.2E-02 (2.3E-02) 7.4E-02 (0.5E-02) 
Apxcyt 3.0 (0.9) 2.5 (0.1) 5.4 (1.9) 2.5 (0.4) 
Apxper 1.8 (0.4) 1.2 (0.2) 4.1 (0.5) 1.5 (0.3) 
Grchl 64.5E-03 (4.5E-03) 43.8E-03 (1.5E-03) 79.5E-03 (0.1E-03) 58.0E-03 (2.0E-03) 
Grcyt 17.6E-01 (1.4E-01) 12.1E-01 (1.0E-01) 24.1E-01 (3.2E-01) 10.2E-01 (0.2E-01) 
Dhar 1.9 (0.9) 1.5 (0.2) 8.1 (2.0) 2.5 (1.0) 
Ecs 16.3 (3.4) 1.2 (0.2) 13.2 (3.9) 5.1 (1.3) 
 
Tabella 3a. Espressione dei geni coinvolti nella difesa antiossidante nelle radici di ‘AL35’. Le piante sono 
state coltivate sul terreno non contaminato, in assenza (C) e in presenza fungo G. mosseae (Gm) oppure 
sul terreno contaminato, in assenza (HM) e in presenza del fungo G. mosseae (Gm+HM). I livelli di 
mRNA sono stati quantificati tramite cDNA macroarray e normalizzati rispetto ai geni Ubi e Tub. Sono 
riportati i valori medi di due repliche biologiche e degli s.e. tra parentesi. ND = non determinabile. 
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Infine, le Tabelle 7 e 8 riportano i risultati dell’ANOVA a due vie utilizzata per valutare 
l’effetto del tipo di terreno, della micorrizazione e della loro interazione sui livelli di 
espressione dei geni antiossidanti e dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli. 
I trascritti di Cat3 non hanno mostrato alcun segnale di ibridazione sia nei campioni di 
radici che di foglie, mentre quelli di Cat2, MT2a e MT3a sono stati rilevati solo nelle foglie 
(Tab. 3a-b; Tab. 5a-b). 
 
 
 Foglie 
 C Gm HM Gm+HM 
SOD     
CuZnSodchl 167.5 (7.8)  73.9 (4.2)  108.8 (12.2)  149.7 (11.2)  
CuZnSodcytb 5.6 (0.4)  5.4 (0.6)  5.7 (0.1)  7.00 (0.1)  
CuZnSodcytc 4.7 (0.4)  3.5 (0.3)  4.5 (0.4)  8.3 (0.4)  
CuZnSodcytd 3.1 (0.1)  2.8 (0.4)  6.1 (0.9)  2.4 (0.1)  
MnSod1 6.0E-03 (0.5E-03)  5.6E-03 (1.7E-03)  7.3E-03 (1.1E-03)  5.7E-03 (1.3E-03)  
MnSod2 11.4E-04 (5.2E-04) 2.8E-04 (1.2E-04)  20.0E-04 (0.3 E-04)  20.0E-04 (2.6E-04)  
FeSod1 9.3E-03 (2.6E-03)  13.3E-03 (1.4E-03)  32.3E-03(2.6E-03)  15.9E-03 (2.2E-03)  
FeSod2 6.7E-02 (1.3E-02)  8.1E-02 (1.7E-02)  15.0E-02 (1.0E-02)  12.2E-02 (1.7E-02)  
CAT     
Cat1 10.0E-02 (1.3E-02) 8.6E-02 (0.2E-02)  9.2E-02 (1.7E-02)  14.0E-02 (1.4E-02)  
Cat2 19.4E-03 (4.7E-03) 10.3E-03 (2.5E-03)  14.2E-03 (2.7E-03)  4.3E-03 (0.1E-03)  
Cat3 ND ND ND ND 
ASC-GSH     
Apxchl 19.9E-02 (1.4E-02) 27.2E-02 (1.0E-02)  29.6E-02 (0.6E-02)  28.2E-02 (2.0E-02)  
Apxcyt 6.6 (0.4)  8.4 (1.7)  9.5 (1.1)  11.4 (0.5)  
Apxper 192.1 (41.8)  179.8 (25.1)  247.0 (8.3)  304.4 (10.1)  
Grchl 23.7E-02 (0.8E-02) 16.6E-02 (0.6E-02)  36.1E-02 (1.2E-02)  35.1E-02 (2.3E-02)  
Grcyt 4.8 (0.1)  8.4 (0.4)  8.0 (0.3)  7.6 (0.1)  
Dhar 12.1 (1.3)  13.4 (2.4)  20.2 (0.4)  18.0 (3.5)  
Ecs 11.1 (2.2)  15.3 (0.8)  13.3 (1.6)  12.9 (2.6)  
 
Tabella 3b. Espressione dei geni coinvolti nella difesa antiossidante nelle foglie di ‘AL35’. Le piante sono 
state coltivate sul terreno non contaminato, in assenza (C) e in presenza fungo G. mosseae (Gm) oppure sul 
terreno contaminato, in assenza (HM) e in presenza del fungo G. mosseae (Gm+HM). I livelli di mRNA sono 
stati quantificati tramite cDNA macroarray e normalizzati rispetto ai geni Ubi e Tub. Sono riportati i valori 
medi di due repliche biologiche e degli s.e. tra parentesi. ND = non determinabile. 
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Geni antiossidanti 
Nelle radici delle piante di ‘AL35’ cresciute sul suolo di controllo (Gm) la micorrizazione 
ha in generale ridotto il livello di espressione dei geni antiossidanti, con l’eccezione di 
CuZnSodchl e FeSod2, che sono stati indotti da G. mosseae (Tab. 3a; Tab. 4). Sempre in 
assenza di stress da metalli pesanti, nelle foglie di ‘AL35’ la simbiosi con G. mosseae ha 
modificato il pattern di espressione dei geni antiossidanti (Tab. 3b; Tab. 4). Di questi sono 
stati regolati positivamente FeSod1, FeSod2, Apxchl, Apxcyt, Grcyt, Dhar ed Ecs, mentre 
gli altri geni sono risultati inalterati o regolati negativamente dalla simbiosi (Tab. 3b; Tab. 
4).  
  Radici    Foglie  
 Gm HM Gm+HM  Gm HM Gm+HM 
SOD        
CuZnSodchl 1.87  4.25  1.67   0.44  0.65  0.89  
CuZnSodcytb 0.25  0.80  0.23   0.96  1.02  1.25  
CuZnSodcytc 0.42  0.54  0.47   0.73  0.96  1.75  
CuZnSodcytd 0.19  0.31  0.15   0.89  1.97  0.79  
MnSod1 0.36  0.71  0.52   0.93  1.21  0.95  
MnSod2 0.21  0.91  0.28   0.25  1.76  1.76  
FeSod1 0.36  0.86  0.35   1.42  3.46  1.70  
FeSod2 1.49  2.19  0.80   1.22  2.25  1.84  
CAT        
Cat1 0.23  1.23  0.57  0.86  0.92  1.41 
Cat2 ND ND ND 0.53  0.73  0.22  
Cat3 ND ND ND ND ND ND 
ASC-GSH        
Apxchl 0.93  1.91  0.87   1.37  1.49  1.42  
Apxcyt 0.84  1.81  0.85   1.27  1.44  1.73  
Apxper 0.67  2.21  0.81   0.94  1.28  1.58  
Grchl 0.68  1.23  0.90   0.70  1.52  1.48  
Grcyt 0.69  1.37  0.58    1.73  1.63  1.58  
Dhar 0.78  4.26  1.33   1.11   1.67  1.49  
Ecs 0.08  0.81  0.31   1.37  1.20  1.16  
 
Tabella 4. Espressione dei geni coinvolti nella difesa antiossidante nelle foglie e nelle radici di ‘AL35’ 
quantificati tramite cDNA macroarray ed espressi come rapporto tra il valori osservati nel controllo 
(suolo non contaminato ed assenza di fungo). Gm: presenza del fungo G. mosseae; HM: terreno 
contaminato; Gm+HM terreno contaminato e presenza del fungo G. mosseae. ND: non determinabile. 
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Nelle radici delle piante di ‘AL35’ non micorrizate cresciute sul terreno contaminato (HM) 
i metalli hanno causato l’induzione dei geni codificanti per due SOD attive nei plastidi 
(CuZnSodchl e FeSod2), per una catalasi (Cat1) e per tutti i geni coinvolti nel ciclo 
dell’ascorbato-glutatione, con l’eccezione di Ecs (Tab 3a; Tab. 4); inoltre nelle foglie i 
metalli hanno indotto numerosi geni codificanti per SOD attive nei mitocondri e nei 
cloroplasti (MnSod1, MnSod2, FeSod1, FeSod2), per una SOD citosolica (CuZnSodcytd) e 
per tutti i geni del ciclo dell’ascorbato-glutatione (Tab. 3b; Tab. 4).  
I cambiamenti indotti dai metalli sono risultati assenti nelle radici delle piante micorrizate 
con G. mosseae (Gm+HM), con l’eccezione di CuZnSodchl e Dhar, che comunque hanno 
mostrato livelli di espressione più bassi rispetto alle piante non micorrizate (Tab. 3a; Tab. 
4). Nelle foglie il pattern di espressione è stato confermato per tutti i geni coinvolti nel 
ciclo dell’ascorbato-glutatione, per MnSod2, FeSod1 e FeSod2 e sono risultati indotti 
anche i geni CuZnSodcytb, CuZnSodcytc e Cat1 (Tab. 3b; Tab. 4). 
Geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli 
Nelle piante di ‘AL35’ cresciute sul suolo di controllo (Gm) la micorrizazione ha avuto un 
effetto consistente sul pattern di espressione dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli 
(Tab. 5a-b; Tab. 6). Infatti nelle radici i quattro geni codificanti per MT rilevati dal cDNA 
macroarray (MT1a, MT1b, MT2b, MT3b) e i geni coinvolti nel trasporto dei metalli nei 
vacuoli (Mtp2 e Pcs) sono stati regolati negativamente dalla simbiosi (Tab. 5a; Tab. 6); 
nelle foglie la presenza di G. mosseae ha causato l’induzione di quattro geni MT (MT1a, 
MT1b, MT2a, MT3a) e del gene per il trasportatore dei metalli Mtp2 (Tab. 5b; Tab. 6).  
Nelle radici di ‘AL35’ la crescita sul terreno contaminato (HM) non ha determinato in 
generale un aumento nel livello di espressione dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli, 
sia in presenza che in assenza della simbiosi con G. mosseae (Tab. 5a; Tab. 6). L’unica 
eccezione è rappresentata dal gene MT2b, indotto dai metalli e in misura maggiore in 
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presenza di G. mosseae (Tab. 5a; Tab. 6). Al contrario del trend osservato nelle radici, i 
metalli pesanti hanno in generale causato un aumento dei valori medi di espressione genica 
nelle foglie (Tab. 5b; Tab. 6). In assenza della simbiosi con G. mosseae la crescita sul 
terreno contaminato ha causato la forte induzione di MT1a e Mtp2, mentre il livello di 
espressione di MT1b, MT2a, MT3a e Pcs è aumentato ma in modo più contenuto (Tab. 5b; 
Tab. 6). La combinazione dei due fattori, metalli pesanti e micorrizazione (Gm+HM), ha 
determinato la sovraespressione degli otto geni analizzati rispetto alle piante di controllo 
(C) (Tab. 5b; Tab. 6). Inoltre per MT1b e MT2a il livello dei trascritti è risultato molto 
superiore rispetto a quello osservato nelle piante non micorrizate (HM), mentre quello di 
MT3b e Mtp2 è risultato paragonabile sia in presenza che in assenza del fungo (Tab. 5b; 
Tab. 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Radici 
 C Gm HM Gm+HM 
MT 
 
   
MT1a 26.1 (3.1) 1.3 (0.1) 1.7 (0.1) 14.2 (1.2) 
MT1b 9.6E-02 (0.3E-02) 1.5E-02 (0.7E-02)  5.3E-02 (1.1E-02) 5.3E-02 (2.1E-02)
MT2a ND ND ND ND 
MT2b 3.0 (0.6) 1.4 (0.4) 8.8 (0.3) 12.3 (1.1) 
MT3a ND ND ND ND 
MT3b 4.1E-01 (0.5E-01) 1.8E-01 (0.3E-01) 4.6E-01 (0.3E-01) 4.1E-01 (0.1E-01) 
Vacuolar 
sequestration   
 
 
Pcs 2.9 (0.6) 1.3 (0.3) 1.4 (0.1) 1.9 (0.4) 
Mtp2 57.9E-03 (7.8E-03) 6.0E-03 (0.4E-03) 6.8E-03 (0.4E-03) 19.8E-03 (1.9E-03) 
 
Tabella 5a. Espressione dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli nelle radici di ‘AL35’. Le piante 
sono state coltivate sul terreno non contaminato, in assenza (C) e in presenza fungo G. mosseae (Gm) 
oppure sul terreno contaminato, in assenza (HM) e in presenza del fungo G. mosseae (Gm+HM). I livelli 
di mRNA sono stati quantificati tramite cDNA macroarray e normalizzati rispetto ai geni Ubi e Tub. Sono 
riportati i valori medi di due repliche biologiche e degli s.e. tra parentesi. ND: non determinabile. 
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  Radici    Foglie  
 Gm HM Gm+HM  Gm HM Gm+HM 
MT        
MT1a 0.05  0.06  0.54    1.83  13.81  5.04  
MT1b 0.16   0.56  0.56   1.82  1.26   3.67  
MT2a ND ND ND  1.95  2.32  22.97  
MT2b 0.46  2.93  4.10   0.49  0.72  1.36  
MT3a ND ND ND  3.08  2.02   1.68   
MT3b 0.44  1.12  1.01   0.73  0.90  1.13  
Vacuolar 
sequestration    
 
   
Pcs 0.46  0.48  0.66  0.96  1.39  1.92  
Mtp2 0.10  0.12  0.34  1.59  5.46   5.23  
 
Tabella 6. Espressione dei geni coinvolti nella omeostasi dei metalli nelle foglie e nelle radici di ‘AL35’ 
quantificati tramite cDNA macroarray ed espressi come rapporto tra il valori osservati nel controllo (suolo 
non contaminato ed assenza di fungo). Gm: presenza del fungo G. mosseae; HM: terreno contaminato; 
Gm+HM terreno contaminato e presenza del fungo G. mosseae. ND: non determinabile. 
 
 
 Foglie 
 C Gm HM Gm+HM 
MT 
 
   
MT1a 1.4 (0.3) 2.5 (0.5) 19.2 (2.8) 7.0 (0.1) 
MT1b 5.9E-03 (0.4E-03) 10.7E-03 (3.9E-03) 7.4E-03 (1.5E-03) 21.7E-03 (8.0E-03) 
MT2a 1.2E-04 (0.2E-04) 2.4E-04 (0.5E-04) 2.9E-04 (0.4E-04) 28.6E-04 (3.4E-04) 
MT2b 5.2 (0.9) 2.5 (0.1) 3.7 (0.3) 7.0 (0.4) 
MT3a 1.2E-01 (0.3E-01) 3.6E-01 (0.7E-01) 2.4E-01 (0.9E-01) 2.0E-01 (0.2E-01) 
MT3b 108.0 (11.4) 78.5 (5.5) 96.9 (6.8) 122.4 (3.0) 
Vacuolar 
sequestration   
 
 
Pcs 7.0 (0.2) 6.7 (0.6) 9.7 (1.0) 13.4 (0.6) 
Mtp2 1.1 (0.1) 1.7 (0.7) 6.0 (0.4) 5.7 (0.8) 
 
Tabella 5b. Espressione dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli nelle foglie di ‘AL35’. Le piante sono 
state coltivate sul terreno non contaminato, in assenza (C) e in presenza fungo G. mosseae (Gm) oppure sul 
terreno contaminato, in assenza (HM) e in presenza del fungo G. mosseae (Gm+HM). I livelli di mRNA 
sono stati quantificati tramite cDNA macroarray e normalizzati rispetto ai geni Ubi e Tub. Sono riportati i 
valori medi di due repliche biologiche e degli s.e. tra parentesi. ND: non determinabile. 
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Tabella 7. Verifica dell’ipotesi di uguaglianza tra le medie dei valori di espressione dei geni antiossidanti in relazione alla presenza o assenza di terreno contaminato (T), 
alla presenza o assenza del fungo micorrizico (M) e alla interazione tra i due fattori (T x M). (ns = non significativo, ** = significativo per P≤0.001, *** = significativo per 
P≤0.0001) 
 
Media dei quadrati 
Fonte di 
variazione 
 
CuZn 
Sodchl 
CuZn 
Sodcytb 
CuZn 
Sodcytc 
CuZn 
Sodcytd 
MnSod1 MnSod2 FeSod1 FeSod2 Cat1 Cat2 Apx 
chl 
Apx 
cyt 
Apx 
per 
Grchl Grcyt Dhar Ecs 
Foglie n.s. n.s. ** n.s. n.s. * ** * n.s. n.s. * * * *** ** * n.s. 
T Radici * n.s. n.s. *** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. - n.s. n.s. * ** n.s. * n.s. 
Foglie * n.s. * * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. * ** n.s. n.s. 
M Radici n.s. * * *** ** * n.s. n.s. n.s. - n.s. n.s. * ** ** n.s. * 
Foglie ** n.s. ** * n.s. n.s. ** n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. ** n.s. n.s. 
T X M Radici ** n.s. * *** * n.s. n.s. ** n.s. - n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
 
Tabella 8. Verifica dell’ipotesi di uguaglianza tra le medie dei valori di espressione dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli in relazione alla presenza o assenza di 
terreno contaminato (T), alla presenza o assenza del fungo micorrizico (M) e alla interazione tra i due fattori (T x M). (ns = non significativo, ** = significativo per 
P≤0.001, *** = significativo per P≤0.0001) 
 
Media dei quadrati 
Fonte di 
variazine 
 
MT1a MT1b MT2a MT2b MT3a MT3b Pcs1 Mtp2 
Foglie ** n.s. ** * n.s. n.s. ** ** 
T Radici * n.s. - *** - * n.s. ** 
Foglie * n.s. ** n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 
M Radici * * - n.s. - * n.s. ** 
Foglie ** n.s. ** ** n.s. * n.s. n.s. 
T X M Radici *** * - * - n.s. n.s. * 
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Real time qPCR  
Per validare i dati ottenuti dal cDNA macroarray, l’abbondanza dei trascritti di tre geni 
coinvolti nella difesa antiossidante (Apxper, Dhar, CuZnSodcytb) e di due geni coinvolti 
nell’omeostasi dei metalli (MT1a e Pcs) è stata analizzata mediante RT-qPCR. Per ogni 
gene il log2 del valore ottenuto tramite cDNA macroarray è stato plottato contro il log2 del 
valore ottenuto con la RT-qPCR e le due serie di dati sono risultate altamente correlate 
(Fig. 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 4. Correlazione tra i valori relativi di espressione espressi in forma logaritmica (base 2) dei 
geni MnSod2, Dhar, Grcyt, Pcs e MT1a ottenuti con il cDNA macroarray e con la RT-qPCR.  
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Discussione 
I dati ottenuti in questo studio hanno evidenziato che nelle piante di ‘AL35’ cresciute sul 
suolo contaminato la simbiosi con G. mosseae favorisce la crescita dei diversi organi, 
determina un maggior accumulo dei metalli rispetto alle piante non micorrizate e influenza 
la regolazione di importanti geni di difesa dallo stress sia nelle radici che nelle foglie. In 
particolare la micorrizazione in suolo contaminato riduce nelle radici l’espressione di geni 
coinvolti nel metabolismo del GSH e induce nelle foglie geni con un ruolo chiave nel 
mantenimento dell’omeostasi dei metalli. 
I dati raccolti sul grado di micorrizazione, sull’accrescimento delle piante e sulla 
concentrazione dei metalli pesanti nel clone di pioppo ‘AL35’ sono stati recentemente 
pubblicati da Cicatelli et al. (2010). Gli autori riportano che il grado di colonizzazione 
micorrizica è in linea con studi precedenti sul pioppo (Neville et al. 2002; Quoreshi and 
Khasa 2008) e che l’assenza di arbuscoli potrebbe essere legata all’elevato livello di 
fosforo nel terreno (Smith and Read 1997) o alla specie della pianta o del clone (Lingua et 
al. 2008). Inoltre la simbiosi con il fungo G. mosseae ha determinato nelle piante di 
‘AL35’ cresciute sul suolo contaminato uno sviluppo dei diversi organi paragonabile a 
quello delle piante cresciute sul suolo non contaminato, suggerendo che il fungo abbia 
esercitato sulla pianta un effetto di protezione nei confronti dei metalli pesanti (Cicatelli et 
al. 2010). In alcune interazioni è stato proposto che la maggior tolleranza della pianta 
favorita dalla micorrizazione sia dovuta all’’effetto diluizione’, per cui il fungo stimola 
l’aumento della biomassa, riducendo la concentrazione di metalli nei tessuti (Lebeau et al. 
2007). Tuttavia, poiché la concentrazione di Cu e Zn nelle piante micorrizate cresciute sul 
suolo contaminato è risultata più elevata rispetto a quelle non micorrizate non pare essere 
questa una spiegazione per quanto osservato in ‘AL35’ (Cicatelli et al. 2010). Inoltre 
secondo gli autori, la concentrazione dei metalli nei diversi organi delle piante osservata 
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nello studio è in accordo con altri studi sul pioppo. Infatti, l’accumulo del Cu 
principalmente a livello radicale è stato osservato in P. deltoides (Guerra et al. 2009), così 
come l’elevata traslocazione e accumulo dello Zn nelle foglie (Di Baccio et al. 2003; 
Lingua et al. 2008).  
Espressione dei geni antiossidanti 
Nelle radici di ‘AL35’ cresciute sul suolo di controllo la micorrizzazione ha causato la 
regolazione negativa della maggior parte dei geni antiossidanti. I sistemi antiossidanti 
svolgono un ruolo cruciale nelle cellule, poiché permettono di proteggere i tessuti dagli 
effetti tossici dei ROS, generati dall’attività metabolica dei mitocondri (Navrot et al. 2007) 
e dei cloroplasti (Foyer and Noctor 2003), ma anche da condizioni di stress, come 
l’eccesso di metalli pesanti (Schützendübel and Polle 2002). Finora gli effetti della 
simbiosi micorrizica sull’espressione dei geni antiossidanti delle piante sono stati poco 
studiati, tuttavia è stato evidenziato che essa determina un consistente rimodellamento del 
trascrittoma del fitobionte (Hohnjec et al. 2005). Nelle radici di ‘AL35’ la regolezione 
negativa della maggior parte dei geni antiossidanti, causata dalla simbiosi in assenza di 
stress da metalli pesanti, potrebbe essere legata ad un più efficace controllo dei ROS 
favorito dal fungo, per cui la pianta produrrebbe una minore quantità di molecole 
antiossidanti. Non è escluso che il fungo stesso possa contribuire con i propri enzimi 
antiossidanti alla difesa delle radici dallo stress ossidativo. Nelle foglie delle piante non 
micorrizate G. mosseae ha determinato in generale un aumento nell’espressione dei geni 
antiossidanti i cui prodotti proteici sono attivi nel citosol e nei cloroplasti. Questi dati, 
parallelamente alla riduzione della biomassa fogliare osservata da Cicatelli et al. (2010), 
suggeriscono che la simbiosi con G. mosseae non eserciti un effetto di protezione delle 
foglie dallo stress ossidativo.  
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Sia nelle radici che nelle foglie delle piante non micorrizate, la crescita sul terreno 
contaminato ha avuto come effetto l’induzione di quasi tutti i geni coinvolti nel ciclo 
dell’ascorbato-glutatione. Come molecola antiossidante e precursore delle fitochelatine, il 
GSH e il suo metabolismo giocano un importante ruolo nella risposta delle piante allo 
stress (Rennenberg and Brunold 1994; Xiang and Oliver, 1998). I nostri dati sono in 
accordo con Di Baccio et al. (2005), che hanno evidenziato l’importanza della molecola 
antiossidante GSH nella difesa dallo Zn in pioppo. Comunque, con l’eccezione dei geni del 
ciclo dell’ascorbato-gluatione, nelle radici non micorrizate i metalli pesanti hanno causato 
una scarsa attivazione dei geni antiossidanti. Infatti dei diversi geni codificanti le SOD solo 
due presentano una aumento di espressione (CuZnSodchl, FeSod2). Secondo 
Schützendübel and Polle (2002) l’esposizione delle piante ad elevate concentrazioni di 
metalli pesanti redox-attivi, come il Cu, determina molto spesso un decremento e non un 
aumento nelle difese antiossidanti a causa del danneggiamento degli enzimi coinvolti nella 
detossificazione dei ROS. I nostri dati sono in accordo con questa ipotesi, poiché le piante 
analizzate hanno mostrato alti livelli di Cu nelle radici ed una crescita fortemente 
compromessa. Inoltre le risposte delle piante sottoposte ad uno stress prolungato sono in 
certi casi essere molto diverse da quelle che si verificano nelle prime fasi dello stress 
(Bougeat-Triboulot et al. 2007), che al contrario potrebbero aver coinvolto maggiormente 
questa categoria di geni. Al contrario delle radici, questo studio ha evidenziato nelle foglie 
un coinvolgimento generale dei geni antiossidanti nella difesa dall’eccesso di metalli 
pesanti nel suolo, suggerendo che tutti i compartimenti cellulari sono interessati da un 
aumento della produzione dei ROS. Questo potrebbe essere legato all’effetto dello Zn, 
siccome è noto che l’eccesso di questo metallo interferisce con i processi metabolici del 
cloroplasto (Van Assche and Clijsters 1986). 
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Nelle radici micorrizate i metalli pesanti non hanno causato alcuna induzione dei geni 
coinvolti nel riciclo del GSH ridotto. Un effetto analogo è stato osservato in piante di 
Pisum sativum coltivate in presenza di elevati livelli di Cd, in cui la colonizzazione con G. 
intraradices ha causato la regolazione negativa di geni coinvolti nella biosintesi e nella 
riduzione del GSH (Rivera-Becerril et al. 2005). E’ dunque possibile che il fungo abbia 
contribuito in qualche modo ad alleviare lo stress ossidativo indotto dai metalli pesanti, 
come suggerito da recenti studi (Andrade et al. 2009; Debiane et al. 2009). Non è escluso 
che la pianta possa beneficiare del contributo di metaboliti di difesa prodotti dal fungo 
stesso (Schützendübel and Polle 2002; Ouziad et al. 2005; Hildebrant et al. 2007) oppure, 
nel caso delle radici, del sequestro dei metalli nelle strutture del fungo (Rivera-Becerril et 
al. 2005). Nelle foglie la maggior parte dei geni antiossidanti sono risultati essere indotti 
dai metalli pesanti, anche in presenza della simbiosi con G. mosseae, probabilmente a 
causa degli elevati livelli di Zn presenti in questo organo sia nelle piante micorrizate che in 
quelle non micorrizate. Questi dati suggeriscono che, sulle foglie di ‘AL35’, il fungo 
micorrizico non abbia un effetto di protezione dallo stress ossidativo indotto dai metalli 
pesanti, ma solo sulle radici. 
Espressione dei geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli 
Le MT sono proteine a basso peso molecolare ricche di residui di cisterna, importanti per 
regolare la concentrazione dei metalli nei tessuti delle piante (Kohler et al. 2004). Nelle 
radici delle piante di ‘AL35’ cresciute sul suolo di controllo la micorrizazione ha causato la 
regolazione negativa dei geni MT e dei due geni coinvolti nella compartimentazione dei 
metalli nel vacuolo, Mtp2 e Pcs. Al contrario, nelle foglie la simbiosi ha determinato 
l’induzione di MT1a, MT1b, MT2a, MT3a e Mtp2, sebbene nella maggior parte dei casi 
l’incremento è risultato contenuto. I dati ottenuti in questo studio suggeriscono la capacità 
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di G. mosseae di influenzare, anche in condizioni di crescita normali, i meccanismi di 
omeostasi dei metalli della pianta. 
Il legame dei metalli a molecole chelanti nel citosol e la compartimentazione nel vacuolo 
rappresentano due importanti meccanismi di tolleranza delle piante nei confronti dei 
metalli pesanti (Hall 2002). Nelle piante di ‘AL35’ non micorrizate cresciute sul suolo 
contaminato, i metalli pesanti hanno avuto effetto sia sulle radici, inducendo MT2b, che 
sulle foglie, inducendo in modo forte MT1a e Mtp2 e in modo più lieve altre tre isoforme 
di geni MT (MT1b, MT2a, MT3a) e il gene Pcs. Possiamo supporre che l’attivazione di 
questi geni sia dovuta all’elevata concentrazione di Cu nelle radici e di Zn nelle foglie e 
alla necessità di ridurne la tossicità tramite il legame ai chelanti e/o alla 
compartimentazione nel vacuolo.  
Nelle piante cresciute sul terreno contaminato la presenza di G. mosseae ha stimolato 
l’induzione di alcuni geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli, sia nelle radici che nelle 
foglie, rispetto alle piante non inoculate. Infatti nelle radici di ‘AL35’ la combinazione dei 
due fattori ha causato l’induzione del gene MT2b, mentre nelle foglie ha indotto in modo 
forte MT2a, ma anche MT1b, MT2b e Pcs. Ouziad et al. (2005) hanno osservato, in 
contrasto con il presente studio, che in piante di pomodoro sottoposte a stress da metalli 
pesanti l’abbondanza del trascritto di un gene per MT (Lemt2) è stata ridotta dalla simbiosi 
con G. intraradices. Gli autori suggeriscono che la regolazione di Lemt2 sia legata alla 
concentrazione dei metalli nelle cellule, poiché la regolazione negativa del gene nelle 
piante micorrizate, rispetto a quelle non micorrizate, si accompagnava ad una più bassa 
concentrazione di metalli pesanti nelle cellule della pianta. Al contrario, i nostri dati 
suggeriscono che l’induzione dei geni MT e del gene Pcs osservata nelle piante micorrizate 
sia dovuta alla combinazione dei due stimoli (elevata concentrazione di metalli pesanti e 
FMA). Non è escluso che il fungo possa influenzare la regolazione di tali geni grazie a dei 
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segnali che agiscono sia a breve distanza sulle radici che a lunga distanza sulle foglie. 
Questo spiegherebbe anche l’induzione di alcuni geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli, 
sebbene di lieve entità, causata da G. mosseae nelle foglie delle piante cresciute sul suolo 
non contaminato. 
 
Conclusioni 
La micorrizazione di ‘AL35’ con G. mosseae ha favorito una maggior produzione di 
biomassa da parte delle piante rispetto ai controlli non inoculati e un maggiore accumulo 
dei metalli pesanti nei tessuti. Nelle radici di ‘AL35’ l’effetto benefico del fungo nella 
protezione dallo stress causato dai metalli pesanti appare associato con una generale 
riduzione nell’espressione dei geni antiossidanti, suggerendo la capacità del micobionte di 
esercitare un più efficace controllo dei livelli di ROS nelle cellule. Al contrario la simbiosi 
con G. mosseae nelle foglie appare stimolare i geni coinvolti nell’omeostasi dei metalli, 
consentendo ad ‘AL35’ di evitare gli effetti tossici causati dall’elevata concentrazione dei 
metalli pesanti nel citosol. Il presente studio ha mostrato che il pre-inoculo di ‘AL35’ con 
G. mosseae costituisce un’utile strategia per aumentare l’efficienza di questo clone nel 
processo di fitoestrazione. 
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